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I recettori accoppiati alla proteina G (GPCR) rappresentano la più rappresentata 
classe di proteine coinvolte nelle vie di segnale transmembrana [1]. I GPCR sono 
stimolati da vari ligandi tra i quali neuromediatori, ammine biogene, nucleotidi, 
lipidi, ioni calcio, peptidi, ormoni glicoproteici e anche da stimoli sensoriali 
(olfatto, gusto e luce). Attraverso il legame con il ligando (primo messaggero), i 
cambiamenti conformazionali del recettore stimolano e modulano l’attività delle 
proteine effettrici di membrana (adenilato ciclasi, fosfolipasi C e A2, cGMP 
fosfodiesterasi ed alcuni canali ionici) attraverso l’accoppiamento con proteine G 
eterotrimeriche. Successivamente, variazioni nei livelli dei secondi messaggeri 
intracellulari, seguite dalla diretta attivazione delle proteine effettrici, inducono 
modifiche nel metabolismo cellulare e nelle risposte biologiche. 
Oltre all’accoppiamento alla proteina G, l’attivazione di GPCR attraverso un 
agonista promuove un processo di feedback negativo conosciuto come 
desensibilizzazione. Questo processo diminuisce i segnali di membrana ed evita 
gli effetti potenzialmente dannosi di un eccessiva stimolazione. Gli eventi 
molecolari sottostanti al meccanismo di desensibilizzazione iniziano 
generalmente con una fosforilazione indotta da un agonista attraverso chinasi 
specifiche per i recettori accoppiati alla proteina G (GRK). Il GPCR fosforilato 
possiede una maggiore affinità verso le proteine citosoliche della famiglia delle 
arrestine. Questo complesso (proteina fosforilata/recettore) previene l’ulteriore 
 2 
accoppiamento di questo recettore alla sua proteina G, riducendo nel tempo la 
capacità di sintesi del secondo messaggero. La risensibilizzazione è innescata 
dall’internalizzazione di un recettore non accoppiato verso il compartimento 
endosomiale, permettendo la defosforilazione del recettore attraverso una 






Fino ad oggi sono stati clonati sette geni di mammiferi codificanti GRK (da 1 a 7) 
[2-3]. Ad eccezione delle GRK1, 4 e 7, che sono state trovate quasi 
esclusivamente in organi specifici, le GRK2, 3, 4, e 5 presentano una maggiore 
distribuzione nei tessuti dei mammiferi. Sulla base di similitudini nella sequenza e 
funzionalità, la famiglia delle GRK è stata divisa in tre sotto famiglie[4]:  
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a. la sotto famiglia delle rodopsina chinasi (GRK1 e 7) 
b. la sottofamiglia dei recettori chinasi β-adrenergici (GRK2 e 3)  
c. la sottofamiglia delle GRK4 (GRK4, 5, 6) 
Le GRK hanno un ruolo chiave nella desensibilizzazione dei GPCR e poiché questi 
recettori sono coinvolti in molte funzioni vitali, sembra probabile che disordini 
che colpiscono la regolazione dei GPCR mediate dalle GRK potrebbero 
contribuire a indurre o generare patologie. Infatti mutazioni genetiche della 
GRK1 e della GRK4 sono state trovate in pazienti con malattia di Oguchi [5] ed 
ipertensione [6]. Inoltre, alcuni studi hanno mostrato il ruolo fondamentale della 
GRK2 nello sviluppo [7] e nella funzionalità [8] cardiaca.  
Nella maggior parte delle pubblicazioni in cui si è cercato di definire la specificità 
delle azioni delle GRK sui GPCR sono stati utilizzati modelli in vitro [9], colture 
cellulari [10] o topi transgenici [11]. Queste tecniche riguardano una 
fosforilazione diretta dei recettori attraverso una GRK con [γ-32P] ATP (in vitro) e 
una sovraespressione genica (in colture cellulari o topi transgenici), usando GRK 
complete, frammenti di GRK o mutanti chinasi-deficienti per valutare le inibizioni 
delle singole GRK. Anche se la sovraespressione genica nelle colture cellulari 
studia l’attuabilità della regolazione dei GPCR attraverso la GRK, questo metodo 
soffre di una specificità incompleta dovuta ad espressione non fisiologica delle 
GRK, parziale inibizione da parte di mutanti chinasi-deficienti e differenze tra tipi 
cellulari. Al momento, lo sviluppo di topi che mancano di forme definite di GRK 
rappresenta la tecnica più interessante per studiare i ruoli che le singole GRK 
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svolgono in animali integri. L’apparente specificità delle GRK in vitro non è stata 
sistematicamente confermata, usando topi mancanti di GRK. Per esempio, 
esperimenti in vitro indicano che il recettore muscarinico M2 per l’acetilcolina è 
un substrato migliore sia per la GRK2 che per la GRK5 [12]. Tuttavia, topi 
totalmente mancanti di GRK5 mostrano un’ipersensibilità muscarinica centrale 
ed una diminuzione della desensibilizzazione recettoriale, senza un’efficace 
compensazione da parte della GRK2 endogena. Al momento sono disponibili topi 
transgenici con una sovraespressione della GRK2, 3, 4 e 5. Inoltre, sono stati 
ottenuti animali geneticamente modificati che implicano defezioni della GRK1, 2, 
3, 5 e 6. Questi modelli animali rappresentano un sofisticato strumento per 
dimostrare il ruolo delle singole GRK nelle varie vie di segnale recettoriali e nei 

















La fosforilazione luce-dipendente della rodopsina è stata evidenziata nei primi 
anni ’70 [13]. Successivamente è stato dimostrato che la cinetica della 
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fosforilazione della rodopsina è correlata alla diminuzione dell’attività 
fosfodiesterasica della cGMP, indicando che la fosforilazione della rodopsina è 
coinvolta nella sua desensibilizzazione. La Rodopsina chinasi o GRK1 è stata la 
prima GRK ad essere scoperta [14]. Questa chinasi fosforila preferibilmente la 
rodopsina attivata dalla luce. La maggior parte dei siti di fosforilazione (residui 
Ser 334, 338 e 343) sono localizzati nella regione C-terminale della rodopsina, 
poiché una proteina troncata in questa regione non è più fosforilabile. La GRK1 si 
trova espressa nella retina (nelle cellule dei coni e dei bastoncelli) e nella 
ghiandola pineale dei mammiferi [15]. 
Il ruolo della fosforilazione della rodopsina è stato adeguatamente spiegato in 
vivo, usando topi transgenici che esprimono una mutazione tramite un taglio al 
residuo C-terminale. Questi topi presentano risposte insolitamente prolungate, 
registrate dai bastoncelli ed attribuite alle specie di rodopsina tagliata priva della 
maggior parte dei siti di fosforilazione C-terminale [16]. 
Il ruolo della GRK1 nella disattivazione della rodopsina è stato confermato nei 
topi attraverso la disattivazione di entrambi gli alleli della GRK1 (GRK1-/-) [17]. 
Questo elimina la fosforilazione della rodopsina luce-dipendente e provoca una 
risposta singolo-fotone che diventa più lunga e ampia del normale. Inoltre, un 
giorno di luce costante porta a subire una apoptosi degenerativa nei bastoncelli 
della retina dei topi GRK1-/-. Altrettanto, dopo un’esposizione ad una condizione 
di intenso bagliore, i coni ottengono una risposta 30-50 volte più lentamente nei 




Studi su topi privi di GRK2 hanno mostrato che questa proteina GRK2 gioca un 
ruolo fondamentale nello sviluppo e nell’attività cardiaca negli embrioni [7]. La 
mancanza del genotipo GRK2-/- in incroci ottenuti da animali GRK2+/- eterozigoti 
indica che gli omozigoti muoiono durante la gestazione.  
Questo risultato inaspettato indica che la GRK2 è una chinasi essenziale dal 
momento che nessun’altra chinasi può compensare la sua perdita. Nessun 
embrione GRK2-/- sopravvive oltre il 15.5° giorno di gestazione. Prima dei 15.5 
giorni di gestazione, esami anatomici degli embrioni GRK2-/- rivelano una 
pronunciata ipoplasia del miocardio ventricolare con una notevole ipoplasia e 
displasia del setto interventricolare. Le cavità ventricolari ed atriali risultano 
inusualmente larghe come conseguenza dell’ipoplasia. Gli strati epicardiali ed 
endocardiali sono invece normali. Queste malformazioni cardiache sono in 
stretta correlazione col danneggiamento delle funzioni cardiache come osservato 
dal calo del 70% della frazione di espulsione ventricolare sinistra calcolata negli 
embrioni GRK2-/-. I topi eterozigoti GRK2+/-, che si sviluppano normalmente, 
presentano una funzione contrattile ventricolare sinistra aumentata in risposta 
alla stimolazione β-agonista se comparati con animali wild type. Per diminuire 
ulteriormente l’attività della GRK2 miocardica in vivo, sono state generate 
progenie dall’incrocio tra topi GRK2+/- e topi transgenici con una 
sovraespressione cardiaco-specifica di un inibitore della GRK2 (un peptide C-
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terminale della GRK2) per produrre una doppia linea bersaglio (GRK2+/-/GRK2ct). 
Questi topi a doppio bersaglio genetico comparati con topi GRK2+/- presentano 
una riduzione del 50% dell’attività della GRK2 nel cuore ed una funzione 
contrattile ventricolare sinistra più pronunciata. Presi insieme, questi risultati 
dimostrano che la contrattilità miocardica può essere modulata dai livelli 
dell’attività della GRK2 e che l’enzima gioca un ruolo chiave nello sviluppo 
cardiaco. 
Un calo del 50% dell’espressione della GRK2 nelle cellule T, come osservato nei 
topi GRK2+/-, potenzia la chemiotassi ed il segnale in risposta alle CCL3, CCL4 e 
CCL5, indicando che esiste una regolazione funzionale da parte della GRK2 dei 
recettori per le chemochine in vivo [18]. Studi in vitro hanno dimostrato che la 
GRK2 è in grado di fosforilare e di desensibilizzare la maggior parte dei GPCR. 
Comunque, lo sviluppo di topi con una sovraespressione organo-specifica della 
GRK2 ha supportato una nuova visione dei suoi ruoli fisiologici e della sua 
specificità recettoriale. Perciò, una sovraespressione della GRK2 miocardica porta 
all’attenuazione della risposta contrattile in merito alla stimolazione del 
recettore β-adrenergico e del recettore per l’angiotensina II [19, 20]. Altrettanto, 
la sovraespressione nei topi transgenici della GRK2 specifica per la muscolatura 
vascolare liscia attenua il segnale recettoriale ed aumenta la pressione sanguigna 
a riposo. Dall’altra parte, la sovraespressione della GRK2 non ha effetto sul 
fenotipo cardiaco mediato dal recettore α1B-adrenergico, in contrasto con i dati 
in vitro riportati precedentemente [21]. Per determinare l’effetto dell’inibizione 
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delle GRK sulla formazione ossea in vivo, è stato sovraespresso un inibitore 
GRK2/3 negli osteoblasti maturi usando un promotore del gene 2 
dell’osteocalcina del topo. Questi topi mostrano un rimodellamento osseo così 
come un aumento dell’escrezione urinaria del marker dell’attività osteoclastica, 
la desossipiridolina. Questi dati suggeriscono che le GRK2 giocano un ruolo 
chiave nella regolazione dell’ormone della tiroide e nella modulazione della 
formazione ossea in vivo. 
 
GRK3 
La sequenza amminoacidica della GRK3 umana è per l’84% identica a quella della 
GRK2 umana [22]. Le analisi dell’mRNA della GRK3 nei tessuti umani rivelano  
un’espressione moderata nel polmone, cuore e tessuto adiposo ma un alto livello 
nei leucociti [22]. Inoltre, saggi ELISA su GRK2 e GRK3 mostrano che la GRK2 
predomina nei tessuti del cervello e nei polmoni così come negli eritrociti ma è 
virtualmente assente nell’epitelio olfattivo dove invece la GRK3 è espressa ad 
alte concentrazioni. Per definire il ruolo fisiologico della GRK3 in vivo, sono stati 
generati topi senza GRK3. Al contrario dei topi mancanti  della GRK2, i quali 
muoiono nell’utero, la delezione della GRK3 (GRK3-/-) permette un normale 
sviluppo embrionale e postnatale. Preparazioni ciliari provenienti da topi GRK3-/- 
mancano della desensibilizzazione veloce indotta dall’agonista normalmente 
osservata durante una stimolazione olfattiva, dimostrando la necessità della 
GRK3 nella regolazione dei recettori olfattivi. I topi GRK3-/- comparati con topi 
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wild type mostrano anche un significativo aumento della broncocostrizione 
mediata dal recettore muscarinico. Inoltre, i topi GRK3-/- mostrano un maggiore 
aumento percentuale del battito cardiaco dopo un’ipotensione mediata dal sodio 
nitroprussiato, rispetto ai topi wild type. In studi sul recettore oppioide k, topi 
GRK3-/- hanno mostrato un aumento significativo della forma fosforilata del 
recettore e non presentano una significativa desensibilizzazione del recettore 
kappa dopo parziale legatura del nervo sciatico per indurre il rilascio di oppioidi 
endogeni, dimostrando che la tolleranza verso gli oppioidi può essere modulata 
dall’attività della GRK3 [23]. Sono stati creati topi transgenici con l’uso di un 
promotore dell’α-miosina a catena pesante per indirizzare una sovraespressione 
cardiaco-specifica della GRK3. Questi topi presentano un segnale della trombina 
miocardica, come valutato dall’attivazione della proteina chinasi attivata dal 
mitogeno p42/p44, significativamente attenuata in confronto agli animali di 
controllo, confermando i precedenti risultati in vitro [24]. Inoltre, questa 
strategia transgenica rivela che i recettori α1B-adrenergici miocardici sono in vivo 
dei bersagli per la desensibilizzazione mediata dalla GRK3 ma non dalla GRK2. 
Una sovraespressione della GRK3 nel miocardio produce un segnale normale del 
recettore β-adrenergico e del recettore di tipo A1 per l’angiotensina II, 
contrariamente ai risultati ottenuti con le colture cellulari [25, 26]. Questa GRK3 
dei topi transgenici è un buon esempio per indicare come le GRK mostrano un 
specificità per i substrati anche quando espressi dentro lo stesso tipo di tessuto, 
in questo caso nel cuore, dove la GRK3 modula le funzioni della trombina e dei 
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recettori α1B-adrenergici e non ha effetto sui recettori β-adrenergici e su quelli 
per l’angiotensina II di tipo A1. 
 
GRK4 
La GRK4 è l’unica specie per il quale sono state identificate quattro varianti 
(GRK4α, -β, -γ, -δ), sulla base di differenze proteiche nel loro dominio N- e C-
terminale [27, 28]. A differenza delle GRK2, 3, 5 e 6 le quali sono in larga parte 
distribuite in differenti tessuti si è pensato che, l’espressione della GRK4 
nell’uomo, fosse limitata soprattutto al cervello e ai testicoli. Comunque, la 
GRK4γ è stata trovata nel miometrio umano, e l’mRNA di tutte le forme presunte 
di GRK4 sono state localizzate nel tubulo prossimale renale. Nelle colture 
cellulari, la GRK4 è in grado di aumentare la desensibilizzazione del recettore per 
l’ormone luteinizzante/gonadotropina corionica, del recettore 1 metabotropo 
per il glutammato, o il recettore D1, e ha poco effetto sul recettore muscarinico 2 
per l’acetilcolina [29]. 
Poiché il gene della GRK4 è stato mappato nella regione 4p16.3 ed un loco in 
quella regione è legato all’ipertensione, è stato generato un topo transgenico 
con una sovraespressione della GRK4 in tutti i tessuti per analizzare il ruolo in 
vivo della GRK4 nell’ipertensione e nella desensibilizzazione del recettore D1. 
Topi transgenici che sovraesprimono GRK4γ wild-type mostrano un fenotipo 
normale, mentre topi che trasportano normali polimorfismi A142V nella GRK4γ 
mostrano un aumento dell’attività chinasica e presentano ipertensione. Inoltre, 
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l’effetto diuretico e natriuretico dell’agonista D1 viene inibito nei topi transgenici 
GRK4γ (A142V). Questi dati forniscono un meccanismo per la regolazione  in vivo 
del recettore D1 nel rene attraverso la GRK4γ. 
 
GRK5 
L’mRNA nella GRK5 è altamente espresso nel cuore umano [30], confermando un 
ruolo di questa chinasi nella regolazione delle funzioni cardiache. Topi transgenici 
mostrano un aumento nella desensibilizzazione del recettore β-adrenergico in 
confronto ai topi di controllo non transgenici, mentre la risposta contrattile alla 
stimolazione del recettore per l’angiotensina II resta invariata. Al contrario, 
esperimenti in vitro  hanno mostrato che il recettore di tipo A1 per l’angiotensina 
II viene fosforilato dalla GRK5. Inoltre, la sovraespressione della GRK5 attenua 
alcuni ma non tutti gli effetti indotti dal recettore α1B-adrenergico nel cuore.  
Per approfondire il ruolo della GRK5 in vivo, sono stati generati topi senza il gene 
della GRK5 (GRK5-/-). Le classiche risposte colinergiche quali l’ipotermia, 
l’ipoattività, il tremore, la salivazione e l’effetto antinocicettivo sono aumentati 
nei topi GRK5-/-. Inoltre, la prestimolazione dei recettori muscarinici attraverso 
l’uso dell’oxotremorina (agonista muscarinico non selettivo) in parti del tronco 
cerebrale dei topi GRK5-/- non riduce l’accoppiamento alla proteina G, indicando 
che in assenza di GRK5, i recettori centrali muscarinici M2 sono apparentemente 
resistenti alla desensibilizzazione. L’analisi delle risposte dei recettori muscarinici 
periferici nel sistema cardiopolmonare mostra che l’opposizione, mediata dal 
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recettore muscarinico M2, al rilasciamento della muscolatura liscia della via 
respiratoria è regolata dalla GRK5 ed è eccessiva nei topi GRK5-/- [31]. La relativa 
reattività sia dei recettori D1/D2 che quella dei sottotipi 5-HT1A della serotonina 
rimane invariata dopo la delezione della GRK5 in vivo, anche se, in colture 
cellulari, la sovraespressione della GRK5 induce la desensibilizzazione del 
recettore per la dopamina A1. Le risposte chemiotattiche dei linfociti sia T che B 
verso la CXCL12 sono inalterate anche negli splenociti derivanti da topi GRK5-/-. 
 
GRK6 
Nelle colture cellulari, l’inibizione della GRK6 endogena ha mostrato di 
modificare la desensibilizzazione di diversi tipi di GPCR, inclusi i recettori per 
l’ormone follicolo-stimolante [32], quello per il trombossano A2 [33], il recettore 
muscarinico M3 [34], la secretina [35], il recettore β-adrenergico [37] e quello del 
peptide del gene correlato alla calcitonina [36].  
Il ruolo della GRK6 nella risposta chemiotattica dei linfociti T è stato studiato 
usando topi mancanti della GRK6 (GRK6-/-). Le cellule T provenienti dai topi GRK6-
/- sono danneggiate nella loro abilità di risposta verso la chemochina, CXCL12, un 
ligando del recettore 4 della chemochina CXC (CXCR4). Di contro, la risposta 
chemiotattica in vitro dei neutrofili GRK6-/- verso la CXCL12  è significativamente 
aumentata, in confronto con le cellule wild type. Allo stesso modo, i neutrofili 
GRK6-/- mostrano un aumento della risposta chemiotattica verso il leucotriene B4. 
Inoltre, una mobilitazione acuta di neutrofili dal midollo osseo in risposta ad un 
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fattore stimolante la colonia granulocitica è danneggiato seriamente nei topi 
GRK6-/-, implicando la via di segnale CXCR4/CXCL12 come una chiave del 
processo di mantenimento per le cellule ematopoietiche nel midollo spinale [67]. 
I topi senza GRK6 sono ultra-sensibili all’effetto moto-stimolante degli 
psicostimolanti, quali anfetamina e cocaina, due droghe conosciute per 
aumentare la trasmissione centrale dopaminergica. Effettivamente, questi topi 
mostrano un aumento nell’accoppiamento dei recettori D2-like alla proteina G, 
suggerendo che questi recettori sono dei bersagli fisiologici della GRK6. 
 
GRK7 
Recentemente è stata clonata una nuova GRK, la GRK7, nella retina sia dei coni 
che dei bastoncelli dominanti dei mammiferi. Nell’uomo, la GRK7 è 
esclusivamente espressa nel segmento più esterno del bastoncello dove catalizza 
la fosforilazione della rodopsina in modo luce-dipendente, suggerendo che la 









Coinvolgimento delle GRK nelle patologie umane 
Grk1 e la malattia di Oguchi: degenerazione della retina 
È stato riportato [40] che nella malattia di Oguchi si hanno mutazioni associate 
alla degenerazione retinica nei geni codificanti la GRK1 e l’arrestina. La malattia 
di Oguchi è una forma autosomica recessiva della retina pigmentosa, con cecità 
notturna, caratterizzata da un più lento adattamento notturno, sensibilità 
anormale verso la luce ed una chiazza oro-bruna del fondo dell’occhio durante 
l’adattamento alla luce. Un’eccessiva esposizione alla luce induce una 
degenerazione della retina, come dimostrato nei modelli di topi senza GRK1 ed 
arrestina. È stato inizialmente suggerito un collegamento tra la malattia di 
Oguchi ed i marcatori del cromosoma 2q [41]. Il gene per l’arrestina (una 
proteina bastoncello fotorecettrice intrinseca implicata nella fase di ripresa della 
trasduzione della luce) mappa anche per questa regione cromosomica 2q 
(2q37.1). Alla fine, Fuchs et al. hanno identificato una delezione del nucleotide 
1147 nel codone 309 dell’esone 11 del gene dell’arrestine in 5 pazienti 
giapponesi su 6 affetti dalla malattia di Oguchi [42]. 
La mutazione della GRK1 è stata riscontrata anche in 3 pazienti affetti dalla 
malattia di Oguchi dove non era stato notato nessun difetto nell’arrestina 
(Tabella 2). Presi insieme, questi risultati indicano chiaramente che alterazioni 
nel segnale della rodopsina, attraverso disfunzioni della GRK1 o dell’arrestina, 




GRK2 e lo scompenso cardiaco 
Nello scompenso cardiaco cronico umano (human chronic heart failure, CHF), gli 
effetti combinati dell’aumento dell’espressione della GRK2 e la diminuzione 
dell’espressione del recettore β1 sembrano coinvolti nella minore risposta ai β 
agonisti nella perdita della contrattilità cardiaca. Il numero dei recettori β1 ed i 
livelli dell’mRNA dei recettori β1 risulta diminuito approssimativamente del 50% 
nello scompenso cardiaco (mentre questi livelli restano inalterati per i recettori 
β2). D’altronde, i livelli dell’mRNA e dell’attività enzimatica della GRK2 sono 
aumentati due o tre volte nello scompenso cardiaco umano rispetto al controllo 
(Tabella 2). Inoltre non è stato riscontrato nessun cambiamento nei livelli di 
espressione della GRK3 e della β arrestina 1 e 2 nello scompenso cardiaco umano 
[43]. 
Modelli animali con CHF hanno anche manifestato un aumento dell’attività GRK 
del miocardio. Nella tachicardia indotta in maiali con CHF, la proteina GRK5 ha 
mostrato di aumentare [44], il che differisce dall’incremento dei livelli della GRK2 
osservati nei criceti siriani, nei conigli e nella cardiomiopatia umana. Sia i modelli 
di conigli che di maiali con CHF mostrano variazioni simili nel segnale e nella 
densità del recettore β-adrenergico, in accordo con la down-regolation ed il 
disaccoppiamento visto nel CHF umano [45, 46]. 
Perché si ha soprattutto una down-regulation del recettore β-adrenergico nel 
CHF umano? Attraverso quali meccanismi l’espressione della GRK2 è aumentata 
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nello scompenso cardiaco? Queste domande rimangono ancora irrisolte. 
Comunque, un possibile meccanismo d’innesco potrebbe essere il sistema 
nervoso simpatico, poiché le catecolamine plasmatiche aumentano 
immediatamente dopo un infarto miocardico, e nei pazienti che sviluppano CHF. 
Così, un aumento della produzione delle catecolamine potrebbe stimolare 
eccessivamente i recettori β-adrenergici ed indurre la loro disfunzione. 
L’aumento della GRK2 è anche uno dei primi eventi nell’infarto e la sua 
espressione potrebbe essere controllata dal sistema simpatico. Infatti, 14 giorni 
di somministrazione di isoproterenolo (un β-agonista) in topi sani produce un 
danneggiamento del segnale del recettore β-adrenergico ed un aumento 
nell’espressione della GRK2. Al contrario, la somministrazione cronica di 
antagonisti del recettore β-adrenergico, atenololo e carvedilolo, porta ad un calo 
selettivo dell’espressione della GRK2, risolvendosi nell’aumento del segnale del 
recettore β-adrenergico. 
Pertanto, l’aumento dell’attività della GRK2 potrebbe ridurre l’efficacia dei 
recettori β-adrenergici rimanenti nei pazienti con malattie cardiache. Questa 
ipotesi è stata confermata utilizzando modelli di topi transgenici, confermando il 
ruolo cruciale della GRK2 nella regolazione delle funzioni cardiache [47]. In 
modelli di topi con una delezione del gene MLP (proteina muscolare LIM) (MLP-/-) 
, gli animali hanno sviluppato cardiomiopatia dilatata con ipertrofia ed uno 
scompenso cardiaco dopo la nascita, ma hanno presentato anche una grave 
disfunzione nell’accoppiamento del recettore β-adrenergico con un aumento 
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dell’attività della GRK2. Nei topi MLP-/- l’espressione della GRK2ct (un peptide 
inibitore delle funzioni della GRK2) ristabilisce la contrattilità ventricolare sinistra 
e la risposta inotropica, bloccando così la progressione dell’insufficienza cardiaca. 
Questi studi indicano che l’inibizione della GRK2 potrebbe offrire un nuovo target 




La GRK4γ ed il recettore della Dopamina D1. 
Il sequenziamento dei cDNA delle GRK4 in soggetti ipertesi e normotesi mostra la 
presenza di 3 singoli polimorfismi nucleotidici (SNPs): la variante R65L 
(nucleotide 448: da CGT a CTT), la variante A142V (nucleotide 679: da GCC a GTC) 
e la variante A486V (nucleotide 1711: dal GCC a GTC). Queste SNPs stimolano 
sensibilmente l’attività enzimatica della GRK4γ, come evidenziato dal 
danneggiamento della sintesi di AMPc mediato dal recettore D1 nelle cellule CHO 
che sovraesprimono le varianti GRK4γ e attraverso l’aumento della fosforilazione 
della serina del recettore D1 nei soggetti ipertesi. Diverse argomentazioni 
permettono di associare l’ipertensione e la desensibilizzazione del recettore D1 
da parte della GRK4γ. Innanzitutto, il segnale del recettore D1 è fortemente 
diminuito nei pazienti con ipertensione essenziale, portando ad una riduzione 
della reazione natriuretica alla stimolazione del recettore D1-like nel tubulo 
prossimale renale [48, 49]. In secondo luogo, nelle colture cellulari, l’inibizione 
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della GRK4 attraverso oligonucleotidi antisense elimina la desensibilizzazione del 
recettore D1. Terzo, nell’uomo, analisi genetiche dimostrano che l’ipertensione 
essenziale è stata connessa al sito della GRK4 ed associato alla variante A486V 
della GRK4γ. Infine, i topi transgenici che esprimono la variante A142V della 
GRK4γ sviluppano ipertensione, mentre quelli che esprimono GRK4 wild-type 
sono normotesi. 
Presi insieme, questi dati presentano argomentazioni convincenti per il 
coinvolgimento delle varianti della GRK4γ nella patogenesi dell’ipertensione 







La GRK2 ed i recettori β-adrenergici vascolari  
La risposta vasodilatatoria alla stimolazione di un agonista β-adrenergico dei 
recettori della muscolatura vascolare liscia è ridotta sia in soggetti ipertesi che in 
modelli animali con ipertensione. Questo effetto è stato correlato al calo 
dell’attività adenilato ciclasica mediata dal recettore β-adrenergico in animali o 
pazienti in stato iperteso. Inoltre, è stato dimostrato che la regolazione del 
recettore β-adrenergico e dell’espressione della GRK2 è ugualmente modificata 
nelle cellule della muscolatura vascolare liscia e nei linfociti. Perciò, per 
determinare il difetto associato con una alterazione nella reattività β-adrenergica 
nell’ipertensione, Gross. Et al. hanno studiato l’espressione delle proteine 
implicate nella desensibilizzazione dei recettori β-adrenergici dei linfociti in 
soggetti ipertesi giovani (dai 20 ai 36 anni) [50, 51]. L’attività della GRK2 è 
significativamente aumentata nei soggetti ipertesi in confronto a quelli 
normotesi di controllo e corre in parallelo con un aumento dell’espressione 
proteica della GRK2 [50]. Inoltre, l’espressione della proteina GRK2 è 
direttamente proporzionale alla pressione sanguigna ed inversamente 
proporzionale all’attività adenilato ciclasica dei linfociti stimolata dai β-agonisti 
[51]. Le variazioni della GRK2 sembrano essere selettive poiché non è stata 
evidenziata nessuna alterazione nei relativi livelli di GRK5, GRK6, PKA o β-
arrestina 1 e 2 [50]. 
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Questi studi indicano che l’aumento della GRK2 potrebbe essere un fattore 
importante nell’annullare la vasodilatazione mediata dai recettori β-adrenergici 
caratteristica della stato ipertensivo (Tabella 2). 
 
GRK2, GRK6 ed artrite reumatoide 
È stata stimata l’espressione delle GRK nei linfociti di pazienti con artrite 
reumatoide. Nelle cellule mononucleate del sangue periferico di pazienti con 
artrite reumatoide è stato osservato un calo significativo nell’espressione 
proteica della GRK2 (≈ 55%) e GRK6 (≈ 60%), rispetto ai livelli della GRK in 
soggetti sani [52]. Questo calo dell’espressione della GRK2 è stato associato ad 
una diminuzione dell’attività enzimatica. D’altronde, non è stato notato nessun 
cambiamento nei livelli di mRNA delle GRK, suggerendo che il calo nella proteina 
GRK è causato da un meccanismo di regolazione post-trascrizionale e/o da 
un’alterazione della stabilità proteica. Inoltre, la produzione di AMPc indotta dai 
β-agonisti è aumentata nei pazienti con artrite reumatoide, indicando che 
l’attività ridotta della GRK è associata ad un aumento della sensibilità verso 
l’attivazione β2-adrenergica. Alcuni GPCR, come i recettori per la prostaglandina, 
sostanza P, chemochine e recettori β2-adrenergici, sono importanti per 
determinare lo scatenarsi della risposta infiammatoria nell’artrite. È stato 
dimostrato che la somministrazione di antagonisti dei recettori della proteina 1 
monocitica chemio-attrattrice (MCP-1) e di β-bloccanti riduce la gravità 
dell’artrite cronica. Alcune citochine (l’interferone-γ e IL6) aumentano nell’artrite 
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reumatoide, diminuiscono la sintesi della GRK2 in colture di cellule 
mononucleate sanguigne e potrebbero spiegare gli effetti in vivo. Non è stato 
notato nessun cambiamento nella GRK5 e nella β-arrestina 1 o 2 nei linfociti di 
soggetti con artrite reumatoide rispetto ai soggetti sani. 
Questi risultati sono stati confermati usando modelli di topi con l’artrite [53] 
dove la diminuzione di GRK2 era limitata alle cellule immunitarie (cellule CD4+ T  
e cellule CD44RA+ B) e non è stato osservata nel cuore o nell’ipofisi. Inoltre, 
l’espressione delle proteine GRK3 e GRK6 è ridotta anche negli splenociti dei topi 
con artrite. I cambiamenti nei livelli di GRK2 e GRK6 sviluppati in seguito 
all’induzione dell’artrite nei topi ritornano a livelli normali durante la fase 
recessiva della malattia. Questi risultati nei ratti suggeriscono che in pazienti con 
artrite reumatoide, livelli bassi di GRK sono una conseguenza del processo 
patologico e non si ripercuotono sui livelli bassi delle GRK preesistenti in questi 
pazienti. 
Pertanto, la downregulation cellulo-specifica delle GRK negli organi immunitari 
coinvolti nei processi infiammatori, quale l’artrite reumatoide, potrebbe 
condurre all’attivazione sostenuta dei GPCR pro-infiammatori e a difetti del 






Regolazione dei livelli delle GRK nelle patologie umane 
Dipendenza dall’oppio 
Studi, sul cervello (corteccia frontale) di tossico-dipendenti morenti per overdose 
da eroina o morfina hanno mostrato o un calo significativo dell’espressione di 
GRK2 e GRK6 [54] o un significativo aumento della GRK2 associata alla 
membrana [55]. In persone con dipendenza cronica da oppiacei non è stato 
riscontrato nessun cambiamento nei livelli totali di GRK2 [55]. 
Nei ratti sono stati trovati cambiamenti nei livelli di espressione di GRK2, GRK3 e 
GRK6 a seconda del tipo di oppiaceo (agonista o antagonista), del trattamento 
acuto o cronico, e della regione del cervello studiata [55-56]. In aggiunta al suo 
possibile ruolo in vivo sui recettori oppioidi µ, la GRK3 ha mostrato di mediare la 
desensibilizzazione dei recettori oppioidi k in un modello di topo. Questi risultati, 
associati con la fosforilazione dei recettori oppioidi attraverso la GRK2 o la GK5 
nelle colture cellulari, suggeriscono che cambiamenti in vivo nei livelli di GRK (nel 
cervello umano) hanno un ruolo chiave nello sviluppo di tolleranza o dipendenza 
dalla somministrazione cronica di oppiacei.  
 
Cancro 
King et al. hanno riportato un aumento dell’espressione delle proteine GRK2 e 
GRK4γ/δ in una linea cellulare del follicoloma umano ed in campioni di tessuti del 
tumore delle cellule della granulosa umano [57]. Le varianti GRK4α/β sono state 
trovate in piccola parte soltanto in 3 tessuti maligni su 13 e presentavano 
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un’espressione 6 volte maggiore nelle cellule normali della granulosa in 
confronto alle cellule tumorali. Questi dati suggeriscono che le GRK potrebbero 
essere coinvolte nella patogenesi di questo tipo di cancro alle ovaie, 
probabilmente attraverso la regolazione del segnale recettoriale per la 
follitropina [57]. 
Nel carcinoma differenziato della tiroide (differentiated thyroid carcinoma, DTC), 
è stato osservato un aumento nell’attività della GRK2 ed un forte calo 
nell’espressione della GRK5 [58]. I cambiamenti nei livelli della GRK5 sono legati 
ad una calo della desensibilizzazione della tireotropina (TSH) nella DTC che porta 
ad un aumento della sintesi di AMPc nelle cellule tiroidee, sulle quali il TSH agisce 
come agente mitogeno. D’altronde, un incremento nell’espressione della GRK3 e 
della GRK4 sono state riscontrate nei noduli tiroidei iperfunzionanti, suggerendo 
un ruolo cruciale delle GRK nelle patologie a carico della tiroide. 
La formazione e la crescita del tumore alla prostata è stato ritardato nei topi 
quando gli animali sono stati infettati con una linea cellulare cancerosa trattata 
con GRK2ct, un peptide inibitore della funzione della GRK2 [59]. La GRK2ct si lega 
alle proteine Gβγ libere ed impedisce che attivino le loro vie di segnale. Perciò, 
l’inibizione del segnale Gβγ potrebbe rappresentare una strategia terapeutica 
potenzialmente efficace per il trattamento del cancro alla prostata. 
Presi insieme, questi risultati mostrano variazioni nelle espressioni delle GRK in 
differenti tipi di cancro, in particolar modo quelli coinvolti nelle dipendenze 




L’espressione della GRK2 e i polimorfismi genetici della GRK3 sono stati studiati 
in alcuni disordini psichici come depressione, disordini bipolari e schizofrenia [60-
61]. Nella corteccia prefrontale di suicidi depressi, è stato osservato un aumento 
nei livelli proteici della GRK2 associato alla membrana e collegato ad un 
incremento dell’espressione del recettore α2A-adrenergico e della proteina Gαil/2. 
Oltretutto, il livello della GRK2 ha mostrato di diminuire dopo un trattamento 
antidepressivo. Allo stesso modo, è diminuito il contenuto della GRK2 ma non 
della GRK6 nelle piastrine dei pazienti depressi ed inoltre un trattamento 
antidepressivo con un α2-antagonista presinaptico ha provocato una up-
regulation  del livello della GRK2. Questi dati suggeriscono una possibile 
correlazione tra la GRK2 ed il recettore α2A-adrenergico nei pazienti con 
depressione maggiore. 
Due varianti delle regioni promotrici del gene della GRK3 sono state associate ad 
un suscettibile loco per il disordine bipolare in famiglie caucasiche nord-europee. 
Questa ipotesi relativa all’alterata regolazione della GRK3 non è stata confermata 
in famiglie di popolazioni asiatiche affette da schizofrenia. 
 
Fibrosi cistica 
La fibrosi cistica è una malattia fatale autosomica recessiva comune causata da 
mutazioni del gene codificante il regolatore della conduttanza transmembrana 
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della fibrosi cistica (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR) 
[62]. Il CFTR è normalmente localizzato nella membrana apicale delle cellule 
epiteliali dove agisce come un canale del cloro AMPc-dipendente. 
Un’espressione ridotta dei recettori β-adrenergici della via respiratoria è risultata 
coinvolta nella fibrosi cistica. Questo calo è stato associato ad una minore attività 
adenilato ciclasica stimolata da β-agonisti nei polmoni di pazienti con fibrosi 
cistica rispetto ai donatori sani. Inoltre, nei polmoni con fibrosi cistica è stato 
riscontrato un significativo aumento dell’attività della GRK e attribuito 
all’induzione sia dell’espressione proteica che dell’mRNA GRK2/GRK5. Questi 
risultati indicano che l’aumento dell’attività della GRK potrebbe essere uno dei 
meccanismi alla base dell’alterazione del segnale dei recettori β2-adrenergici. 
 
Malattie del sovraccarico ventricolare sinistro 
I recettori β1- e β2-adrenergici del miocardio risultano ridotti in pazienti che 
soffrono di malattie del sovraccarico del ventricolo sinistro in assenza di un grave 
scompenso cardiaco [63, 64]. Dzimiri et al. dimostrano che in pazienti con un 
sovraccarico del volume ventricolare sinistro (ventricular volume overload, VOL) 
il calo del segnale dell’attività dei recettori β2-adrenergici linfocitari è associato 
ad un significativo aumento nell’espressione della GRK2, GRK3, GRK5 e della β-
arrestina-2 [65]. Inoltre, anche l’attività della PKA e della PKC è risultata 
aumentata in questi pazienti [65], indicando che queste manifestazioni non sono 
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selettive per la GRK2 ma, piuttosto coinvolgono tutte le chinasi delle vie di 
desensibilizzazione omologhe ed eterologhe. 
 
Bypass cardiopolmonare nelle malattie cardiache 
Il bypass cardiopolmonare (cardiopulmonary bypass, CPB) è una procedura per la 
deviazione del sangue dal cuore ai polmoni attraverso una macchina, per fornire 
al chirurgo un campo visibile per la manipolazione cardiaca mentre viene 
mantenuta la perfusione tissutale. L’attività ed espressione della GRK, comprese 
la GRK2 e la GRK6, è inferiore nelle cellule mononucleate del sangue periferico di 
pazienti sottoposti a CPB [66]. Il calo dell’espressione della proteina GRK è stato 
riscontrato 2 ore dopo il completamento del CPB e ristabilito ai livelli basali dopo 
24 h, in molti ma non in tutti i pazienti. 
La variabile del ripristino delle GRK, da un paziente ad una altro, dopo un CPB 
non è del tutto compreso ma potrebbe essere associato con un aumento della 
concentrazione dell’IL6 plasmatica e di una forte risposta infiammatoria, o di uno 
sviluppo di complicazioni post-operatorie [66]. 
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GRK2: Le sue interazioni rivelano nuovi bersagli fisiopatologici 
 
Possiamo suddividere la famiglia della GRK  in tre gruppi principali basati su una 
sequenza omologa: 
 La sotto-famiglia delle GRK visive (GRK1 e GRK7) 
 La sotto-famiglia dei recettori chinasi β-adrenergici (GRK2/GRK3) 
 La sotto-famiglia delle GRK4 (GRK4, GRK5, GRK6). 
Nei mammiferi, le GRK2, 3, 5, e 6 sono espresse in maniera estesa nei tessuti. 
Le GRK condividono una stessa struttura principale costituita da un dominio 
centrale catalitico ben conservato (di circa 270 AA), simile a quello di altri domini 
serina/treonina chinasi, affiancato a un dominio N-terminale (di circa 185 AA) e 
da un dominio carbossi-terminale di lunghezza variabile (tra i 105 ed i 230 AA). Si 
ipotizza che il dominio N-terminale sia importante per il riconoscimento 
recettoriale, per il fissaggio della membrana intracellulare e contiene un dominio 
RH di 120 AA (dominio regolatore del segnale della proteina G). Nel caso della 
GRK2 e della GRK3, il dominio RH ha interagisce specificatamente con la famiglia 
delle proteine Gαq bloccando così l’interazione con il loro effettore, la fosfolipasi 
C β (PLCβ). La regione C-terminale della GRK2 contiene un dominio plekstrin 
homology (PH) con siti di legame per la PIP2 della membrana fosfolipidica e per 
le subunità libere di Gβγ e perciò è coinvolta  nella traslocazione agonista-
dipendente verso la membrana plasmatica. Il complesso tra la struttura 
cristallina della GRK2 e le subunità β1γ2 della proteina G fornisce una nuova 
 29 
prospettiva nella regolazione delle GRK, posizionando le sue tre distinte regioni 
(dominio RH, chinasi e PH) ai vertici di un triangolo,  un eccellente esempio di 
domini multimodulari siano integrati all’interno di una stessa molecola per 
trasdurre e modulare diverse vie di segnale. È stato descritto anche il complesso 
tra la struttura cristallina della GRK2 e le Gαq. I residui nel Gαq coinvolti 
nell’interazione con la GRK2 sono simili a quelli implicati nell’associazione con il 
suo effettore classico PLCβ, indicando che il dominio RH della GRK2 lega le Gαq in 
maniera più simile ad un interazione tipo effettrice rispetto ad una RGS-like e 
rendendo così possibile suggerire un ruolo della GRK2 come effettrice nella via di 
segnale mediata dalla Gαq [67]. 
 
Interazioni funzionali della GRK2  
Recenti dati indicano che le arrestine e le GRK possono anche regolare i segnali 
mediati da altre famiglie di recettori di membrana, come i recettori per la 
tirosina chinasi per le IGF1, per l’insulina, PDGF o per EGF [68, 69]. La GRK2 
fosforila la PDGF-Rβ e ne riduce l’ attività recettoriale senza alterare la sua down-
regulation. L’attivazione dei recettori per l’EGF favorisce il reclutamento della 
GRK2 e la successiva fosforilazione ai residui di tirosina della chinasi stessa, 
aumentando la sua attività catalitica e inducendo la trans-regolazione dei 
recettori oppioidi. Inoltre, sono stati identificati sempre più recettori non-GPCR e 
non-di membrana per le GRK, in particolare per le GRK2. La GRK2 inibisce anche 
l’arresto della crescita cellulare mediato dalla TGF-β e la sua apoptosi attraverso 
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la fosforilazione della SMAD [70]. Nell’insieme, questi dati indicano che la GRK2 
potrebbe agire come effettore, partecipando alla regolazione di diversi fenomeni 




Oltre a tali processi fosforilazione-dipendenti, la GRK2 potrebbe anche 
contribuire a modulare le riposte cellulare in una via fosforilazione indipendente 
grazie alla sua capacità di interagire con molte proteine coinvolte nelle vie di 
segnale. Oltre all’interazione specifica con le subunità Gαq e Gβγ discusse sopra, 
che potrebbe aiutare a reclutare la GRK2 sulla membrana ed anche bloccare 
l’interazione di queste subunità proteiche G con gli effettori cellulari, questa 
chinasi pare sia associata a PI3K, GIT, clatrina, caveolina, MEK, AKT e RKIP. 
Recenti pubblicazioni hanno identificato nuove interazioni della GRK2 con le RalA 
 31 
GTPasi nelle cellule HEK293 [71] e con le proteine APC negli osteoblasti [72]. Per 
esempio, è stato proposto che l’interazione tra la GRK2 e la PI3Kgamma faciliti il 
reclutamento della PI3K verso la membrana subito dopo una stimolazione 
agonista, contribuendo così all’endocitosi e alla desensibilizzazione del recettore 
[73]. L’associazione GRK2/MEK sembra essere importante nel controllo 
dell’induzione delle chemochine nell’attivazione della MAPK. È stato inoltre 
recentemente scoperto che l’interazione della GRK2 con la GIT1 (uno scaffold 
proteico coinvolto in processi cellulari multipli come le dinamiche del 
citoscheletro, l’adesione cellulare o l’attività di membrana) è coinvolta nella 
modulazione della migrazione cellulare nelle cellule epiteliali [74]. 
Ci sono altre interazioni funzionali che sono coinvolte nella regolazione dei livelli 
di espressione, nella localizzazione e nell’attività della GRK. L’associazione della 
GRK2 con α-actina, clatrina, calmodulina, caveolina o RKIP sembra partecipare al 
controllo dell’attività della GRK2 e alla determinazione della distribuzione del 
complesso subcellulare delle chinasi. 
È stato dimostrato che la fosforilazione attraverso differenti chinasi porta sia 
all’aumento (PKA, PKC, Src) che alla diminuzione (ERK) dell’attività catalitica della 
GRK2 [75, 76, 77], aprendo così la possibilità della transmodulazione attraverso 
vie di segnale diverse. Un recente lavoro ha proposto la S-nitrosilazione della 
GRK2 come nuovo meccanismo per l’inibizione della sua attività [78]. La 
fosforilazione di alcuni residui di tirosina o serina della GRK2 è risultato un 
meccanismo chiave per modulare dinamicamente le sue interazioni con i partner 
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cellulari. La fosforilazione della tirosina da parte della c-Src sembra favorire 
l’interazione della GRK2 con Gαq e con lo scaffold proteico GIT1. Dall’altra parte 
ERK1/2 fosforila GRK2 sul S670, diminuendo fortemente l’interazione GRK2/Gβγ 
e inibendo la traslocazione chinasica e l’attività catalitica verso i substrati dei 
recettori di membrana, modulando anche l’interazione della GRK2 con GIT1 [74]. 
Riguardo al meccanismo di regolazione dell’espressione della GRK2 è stato 
riportato poco sul meccanismo che regola la trascrizione della GRK. 
È stato riportato che nelle cellule muscolari lisce dell’aorta gli agenti che 
inducono la vasocostrizione e l’ipertrofia fisiologica aumentano decisamente 
l’attività promotrice della GRK2, mentre le citochine proinfiammatorie 
promuovono l’effetto opposto, suggerendo che l’espressione della GRK2 è 
fortemente controllata al livello trascrizionale dall’interazione tra varie vie di 
trasduzione di segnale [79]. TGF-β induce l’espressione della GRK2 nelle cellule 
dell’epatocarcinoma e nelle cellule della muscolatura liscia vascolare. 
La regolazione della stabilità della GRK2 potrebbe fornire un importante 
meccanismo di modulazione per i suoi livelli di espressione. È stato visto che la 
GRK2 è rapidamente degradata dalla via proteosomica, e che la sua 
ubiquitinilazione e turn-over sono favoriti dall’attivazione della β2AR come 
risultato di una fosforilazione della GRK2 da parte di c-Src e MAPK in modo β-
arrestina dipendente [80, 81, 82]. Più recentemente, è stato visto che Mdm2, 
una E3-ubiquitina ligasi coinvolta nel controllo della crescita cellulare e 
nell’apoptosi, gioca un ruolo chiave nella degradazione della GRK2 [83]. 
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L’associazione tra GRK2 e Mdm2 e la loro successiva proteolisi è facilitata dalla β-
arrestina su stimolazione recettoriale β2-adrenergica. Al contrario, l’attivazione 
della via PI3K/Akt da parte di agonisti come IGF-1 altera la fosforilazione di 
Mdm2, innesca la sua localizzazione nucleare, ostacolando così la degradazione 
della GRK2 mediata da Mdm2 e portando ad una maggiore stabilità della GRK2 
ed a un incremento dei suoi livelli chinatici [83]. È stato suggerito che l’attività di 
de-regolazione della via PI3K/Akt in ambiente patofisiologico caratterizzata da un 
aumento della proliferazione e sopravvivenza cellulare potrebbe portare ad una 
up-regulation della GRK2 nei tumori maligni umani [84]. 
Questo complesso di interazioni di GRK2 mette in evidenza il fatto che questa 
chinasi è al centro di molte vie di segnale 
In questa tesi saranno discussi i ruoli della GRK2, nella progressione del ciclo 
cellulare, nella sua migrazione e sarà discusso l’impatto funzionale delle 
alterazioni dei livelli della GRK2 osservate nelle patologie vascolari, 
infiammatorie e tumorali. 
 
GRK2 nelle cellule cardiovascolari 
La GRK2 gioca un ruolo chiave nel controllo del segnale β-adrenergico nel cuore. 
GRK2 di topi emizigoti che esprimono il 50% in meno di proteine rispetto ad un 
genotipo controllato sono iper-reattivi alle catecolamine e presentano un 
aumento della contrattilità e della funzione cardiaca. L’opposto succede con topi 
transgenici che sovra-esprimono diversi livelli di questa chinasi, nei quali la 
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risposta adrenergica cardiaca è compromessa. La relazione fra l’aumento dei 
livelli di GRK2 e lo stadio finale dello scompenso cardiaco (heart failure, HF) è 
stato stabilito in modelli di animali ed in pazienti affetti da diverse condizioni 
cardiache. In pazienti con ischemia, cardiomiopatia dilatativa idiopatica, ischemia 
cardiaca, ipertrofia ventricolare sinistra e sovraccarico di volume è stato 
riscontrato un aumento dell’mRNA della GRK2 e della sua attività nel ventricolo 
sinistro [85, 86]. In alcuni modelli animali lo sviluppo dell’HF è preceduta da un 
aumento dei livelli di GRK2 che è in relazione con una progressiva diminuzione 
della contrattilità miocardica e della sensibilità del recettore β-adrenergico [85]. I 
livelli post-infarto di GRK2 sono elevati solo in animali che sviluppano HF. I livelli 
e/o l’attività della GRK2 sono elevati anche nei linfociti dei pazienti con HF. 
Questo ha avvalorato la possibilità che la GRK2 linfocitaria possa essere usata 
come indice dei livelli miocardici. 
È stato riportato che i beta-agonisti up-regolano l’mRNA per la GRK2, mentre 
l’ischemia potrebbe promuovere la degradazione della GRK2 attraverso il 
proteasoma [85]. Comunque, c’è una scarsa conoscenza dei meccanismi di 
modulazione dell’espressione della GRK2 nelle cellule cardiovascolari negli stati 
patologici. Sebbene la questione dell’elevata espressione della GRK2 come 
fattore scatenante l’insufficienza cardiaca congestizia o un processo iniziale di 
adattamento che eventualmente potrebbe diventare patologico non sia ancora 
stata risolta, i dati disponibili sottolineano l’importanza dei livelli di GRK2 come 
marker di una predisposizione della disfunzione cardiaca e supportano l’idea che 
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la GRK2 rappresenti un potenziale bersaglio terapeutico. L’inibizione dell’attività 
della GRK2 attraverso la sovraespressione della GRK2ct (anche chiamato βARKct), 
un complesso che comprende il dominio di legame Gβγ della GRK2 che inibisce la 
GRK2 endogena attraverso la competizione con le chinasi per la traslocazione di 
membrana mediata dalla Gβγ, ha fornito un buon approccio per ristabilire le 
funzioni cardiache negli animali con HF. Animali GRK2ct transgenici mostrano un 
aumento della contrattilità basale e stimolata da isoproterenolo, suggerendo che 
i livelli dell’attività della GRK2 modulano direttamente la risposta cardiaca 
dipendente da βAR in vivo. Inoltre, la sovraespressione della GRK2ct risolve la 
disfunzione cardiaca e migliora la sopravvivenza in molti modelli di topi con HF.  
Questi risultati indicano che i potenziali benefici della terapia genica basata sul 
rilascio della GRK2ct potrebbero dipendere dall’eziologia dello scompenso 
cardiaco, ed indica che gli effetti della GRK2ct vanno oltre la modulazione del 
segnale β1AR/adenilato-ciclasi. Infatti un’attivazione adrenergica cronica sembra 
essere più dannosa che benefica per la patologia cardiaca: l’aumento 
dell’attivazione adrenergica è una causa diretta della cardiomiopatia; nella 
disfunzione cardiaca nei topi si ha un innalzamento cronico del segnale 
adrenergico raggiunto attraverso una sovraespressione β1-adrenergica, 
adenilato ciclasi o proteine Gαs, o attraverso mezzi del trattamento cronico con 
agonista; polimorfismi genetici che aumentano il tono comprensivo sono fattori 
di rischio indipendenti dalla HF; e, più importante, i β-bloccanti rappresentano 
un trattamento standard di successo per questa malattia. Si dovrebbe notare che 
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la sovra-espressione del peptide GRK2ct potrebbe anche avere un effetto 
sull’attività della GRK2 endogena su GPCR differenti dai β1-adrenergici nel cuore, 
e questo complesso provocare una down-regulation delle altre vie di segnale. Gli 
effetti benefici della GRK2ct potrebbero anche essere correlati alla sua capacità 
di impedire le interazioni della GRK2 con alcuni dei suoi “partner” tipo RKIP, 
PI3K/Akt, tubulina, ezrina vo GIT1. Infine, l’inibizione della GRK2 potrebbe 
favorire alternative vie di segnale cardio-protettive identificate di recente, che 
potrebbero aiutare a migliorare le funzioni cardiovascolari e la sopravvivenza. 
Queste vie di segnale hanno mostrato di essere maggiormente dipendenti dalle 
vie di GPCR mediate dall’arrestina. L’inibizione della GRK2 potrebbe portare 
verso uno “switch signalling” che potrebbe selettivamente aumentare i segnali 
su certi percorsi cardioprotettivi delle GPCR, cosa che potrebbe compensare un 
effetto cardiotossico di una sovra-attivazione di vie di segnale dipendenti da 
secondi messaggeri. Recenti esperimenti su topi GRK2-deficienti hanno fatto 
nuova luce sul ruolo di queste chinasi nel cuore [87]. I topi GRK2 deficienti sono 
danneggiati embrionicamente e mostrano una marcata ipoplasia cardiaca. 
Questa osservazione ha inizialmente suggerito che la GRK2 fosse fondamentale 
per un appropriato sviluppo e mantenimento della struttura cardiaca. 
Comunque, i topi con una specifica asportazione della GRK2 nelle cellule 
cardiomiocitiche sono in grado di sopravvivere. Questi risultati dimostrano che 
non è la proteina GRK2 miocardica, ma piuttosto l’effetto extra-cardiaco della 
carenza di GRK2 che equivale ad alterare lo sviluppo cardiaco. Questi topi GRK2 
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cardiomiocitici deficienti sono, tuttavia, da adulti, più sensibili ad un danno 
cardiaco indotto da una stimolazione adrenergica. Un successivo lavoro è riuscito 
a fare luce su questo argomento. Attraverso lo sviluppo di topi con una 
deficienza di GRK2 cardiomiocitico inducibile, Raake et al. sono riusciti a 
dimostrare che una delezione della GRK2 o subito prima o 10 giorni dopo un 
infarto miocardico impedisce l’insorgenza di HF e migliora la sopravvivenza [88]. 
Questo dimostra chiaramente il ruolo causale della GRK2 nella disfunzione e nel 
rimodellamento cardiaco, ed identifica questa chinasi come bersaglio per un 
intervento terapeutico. Inoltre, lo stesso gruppo di ricerca ha poi dimostrato che 
un silenziamento a lungo termine della GRK2 per mezzo di adeno-associati 
iniettati nei topi miocardici aumenta la contrattilità, previene il rimodellamento 
e, più importante, risana il circolo vizioso neuroumorale dell’aumento della 
catecolamine e dell’aldosterone caratteristico dell’HF [89].Oltre alla modulazione 
dei recettori β-adrenergici nel cuore, i recettori α2-adrenergici, che regolano 
negativamente il rilascio delle catecolamine da parte delle ghiandole surrenali, 
sono desensibilizzati dalla GRK2. Poiché la GRK2 surrenalica ha un up-regulation 
nello HF,  questo potrebbe innescare un’attività colinergica, la quale già di per se 
è dannosa, a lungo andare, per le funzioni cardiache. Pertanto, gli effetti 
patologici della GRK2 nello HF potrebbero dipendere dal locale danneggiamento 
della contrattilità così come dallo sbilanciamento dell’omeostasi sistemica 
dovuto ad un eccessiva desensibilizzazione dei recettori neuro-umorali. Un 
recente lavoro ha evidenziato l’efficacia dell’inibizione della GRK2 attraverso 
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l’espressione della GRK2ct nelle ghiandole surrenali del ratto usando vettori 
adenovirali [90, 87]. Questa strategia ristabilisce il segnale del recettore α2, 
diminuisce i livelli delle catecolamine circolanti, e migliora le funzioni cardiache 
dopo l’infarto miocardico. Nell’insieme, questi dati supportano l’ipotesi che 
l’inibizione della GRK2 possa essere un valido supporto per le terapie che hanno 
come bersaglio le vie catecolaminergiche nello HF. Oltre all’HF, diverse 
manifestazioni cliniche dell’ipertensione sono state associate all’aumento 
dell’espressione della GRK2. La GRK2 è up-regolata selettivamente nei linfociti di 
giovani pazienti ipertesi, mentre rimane inalterata nei soggetti normotesi. Questi 
cambiamenti sono in  corrispondenza con la risposta alterata della βAR, chiave 
per la risposta vasodilatatoria. Uno dei dilemmi di questo studio è se il 
cambiamento osservato nei linfociti rispecchi accuratamente quello che si ha nel 
sistema vascolare. Questo fatto è stato confermato in ratti spontaneamente 
ipertesi e nei ratti di Dahl salt-sensitive ipertesi, identificando la GRK2 come 
punto di convergenza nelle ipertensioni di diversa eziologia [91]. Un’elevata 
espressione di GRK2 nel sistema vascolare non è solo un marker dello stato 
ipertensivo, ma piuttosto un fattore immediato dell’ipertensione. Topi 
transgenici con cellule della muscolatura vascolare liscia che sovraesprimono la 
GRK2 mostrano un segnale βAR vascolare ed una vasodilatazione attenuati, 
mentre la vasocostrizione α-adrenergica rimane inalterata. Questo porta ad un 
rimodellamento vascolare e ad un aumento della pressione del sangue a riposo. 
Recentemente, sia il segnale per il recettore dell’endotelina-1 che per la 
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produzione dell’eNOS endoteliale, che sono importanti per il mantenimento 
della tensione portale, hanno mostrato di essere inibiti da alte concentrazioni di 
GRK2 [92]. Questo nuovo ruolo della GRK2 endoteliale nella omeostasi vascolare 
potrebbe essere rilevante nell’ipertensione primaria umana, ma si deve ancora 
stabilire se l’up-regulation di GRK2 in queste condizioni è confinata alle cellule 
della muscolatura liscia vascolare o se è anche estesa all’endotelio. 
Globalmente, questi dati suggeriscono che l’aumento di GRK2 vascolare 
potrebbe dare un importante contributo alla patogenesi/mantenimento 
dell’ipertensione essenziale. È stato riportato che la GRK2 modula positivamente 
la funzionalità dei canali al Sodio epiteliali (ENaC), presenti in diversi epiteli Salt-
scavenging, l’iperattività dei quali è direttamente  relazionata allo sviluppo 
dell’ipertensione. 
 
Interattoma della GRK2 nella migrazione e delle cellule epiteliali e immunitarie 
Migrazioni segnali-dirette richiedono un’integrazione spazio temporale 
dell’informazione derivante da segnali meccanici e da molecole diffusibili come 
fattori di crescita e molecole che agiscono attraverso i GPCR come chemochine e 
lipidi bioattivi tipo S1P (sfingosina-1-fosfato). Malfunzionamenti in questo 
processo potrebbero risolversi in disordini infiammatori cronici, invasioni 
tumorali e metastasi, rallentamenti nelle guarigioni e nelle ferite o altre malattie. 
A questo riguardo, oltre alla partecipazione nella regolazione e nel segnale di una 
varietà di GPCR legati ai processi di migrazione, la GRK2 ha dimostrato di 
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interagire con diverse proteine coinvolte nella migrazione come MEK, Akt, ezrina, 
PI3Kγ o GIT. In accordo con questo, recenti lavori suggeriscono che la GRK2 gioca 
un ruolo importante e complesso nella migrazione delle cellule epiteliali e 
immunitarie. GRK2 è altamente espressa in differenti tipi di cellule del sistema 
immunitario ed emerge come importante regolatore della risposta cellulare 
durante l’infiammazione [93]. GRK2 fosforila numerosi recettori della 
chemochina tipo CCR5, CCR2b, CXCR4, CXCR2 e recettori chemiotattici per la 
sostanza P, S1P o formil-peptide, responsabile del flusso leucocitario verso i foci 
infiammatori, egressione delle cellule T dagli organi linfoidi, attivazione o 
proliferazione leucocitaria [93]. In accordo con il classico ruolo negativo di GRK2 
nella modulazione dei GPCR, è stato ipotizzato che i livelli di GRK2 potrebbero 
essere importanti nella determinazione della velocità e della estensione della 
desensibilizzazione dei GPCR dove sono presenti alte concentrazioni di 
chemochine e di recettori per la chemochina. Coerentemente, gli splenociti ed i 
linfociti T isolati dai topi GRK2+/-mostrano un aumento dell’attivazione agonista-
indotta delle vie ERK e PI3K/Akt [94] ed un incremento della migrazione rispetto 
ai wild-type in risposta a certe chemochine (CCL5, CXCL12). In accordo con questi 
dati, è stato descritto che la down-regulation della trascrizione di GRK2 e GRK5 
causata dall’attivazione della via del recettore Toll like TLR-4 abbassa la 
desensibilizzazione dei recettori per la chemochina aumentando la risposta 
migratoria dei leucociti polimorfonucleati (PMNs) [95]. La modulazione 
dell’induzione chemochina-mediata dell’attività dell’ERK attraverso l’alterazione 
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dei livelli di GRK2 sembra coinvolgere le funzioni sia chinasi dipendente che 
indipendente, quest’ultima correlata all’abilità di GRK2 di interferire con 
l’interfaccia MEK/ERK . Rimane da indagare se altre interazioni funzionali di GRK2 





Queste osservazioni suggeriscono il ruolo importante dei livelli di GRK2 nelle 
cellule del sistema immunitario che possono avere conseguenze funzionali nello 
sviluppo e nella progressione dei processi infiammatori. Infatti, nelle cellule 
mononucleate del sangue periferico dei pazienti con artrite reumatoide è stata 
trovata una diminuzione dell’espressione della proteina GRK2 (≈55%) e 
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dell’attività chinasica rispetto ai soggetti sani. Il calo di GRK2 è una diretta 
conseguenza della patologia come dimostrato in modelli animali con artrite 
sperimentale, poiché i topi ammalati mostrano specificatamente una riduzione 
nei livelli di GRK2 negli splenociti e nelle cellule dei linfonodi mesenterici.  
Una down-regulation transitoria di GRK nelle cellule immunitarie durante una 
infiammazione potrebbe rappresentare un iniziale meccanismo adattativo per 
facilitare la risposta cellulare, mentre una down-regulation cronica di GRK 
potrebbe portare verso un aberrante stato infiammatorio. Comunque, occorrono 
altri dati sperimentali per affermare se i livelli di GRK2 sono effettivamente 
determinanti per la progressione dell’artrite reumatoide. Anche nei pazienti con 
sclerosi multipla l’espressione di GRK2 nei leucociti è del 40% rispetto a quella di 
individui sani. I livelli di GRK2 sembrano avere un impatto diretto nel corso 
clinico della sclerosi multipla sperimentale, poiché l’insorgenza della 
ricaduta/rimessa dell’encefalomielite sperimentale è accelerata 
significativamente nei topi emizigoti GRK2+/-, in concomitanza con una maggiore 
infiltrazione iniziale delle cellule T nel cervello. Curiosamente, questi animali 
mostrano infiltrati infiammatori più bassi nel lungo termine e non sviluppano 
ricaduta nella malattia rispetto ad animali wild-type. Pertanto, gli effetti di una 
espressione alterata di GRK2 non sono ancora stati ben definiti, poiché molti 
differenti tipi cellulari che sono responsabili del progredire delle malattie, non 
solo del sistema immunitario ma anche del tessuto infiammato, possono 
rispondere in modo diverso ai cambiamenti di GRK2. Per esempio, mentre nelle 
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cellule T e nei monociti un calo di GRK2 conduce verso un aumento della 
migrazione, in accordo con suo ruolo classico nella desensibilizzazione dei GPCR. 
Dati preliminari suggeriscono che in altri tipi di cellule ed in risposta ad altri 
stimoli (granulociti stimolati con LTB4 o IL-8), il calo dei livelli di GRK2 non 
coinvolge la risposta chemiotattica, indicando che l’effetto di GRK2 sulla 
migrazione cellulare dovrebbe essere dipendente da uno stimolo preciso o dal 
tipo di cellula. 
In questo contesto, è stato recentemente studiato il potenziale ruolo di GRK2 
nella migrazione delle cellule epiteliali. GRK2 promuove cambiamenti nel 
citoscheletro di actina e nella localizzazione della paxillina conforme ad un 
aumento del turnover dell’adesione focale e nella maggiore motilità delle cellule. 
Inoltre, GRK2 promuove un aumento della migrazione verso la fibronectina in 
differenti modelli di linee cellulari epiteliali e nei fibroblasti. Questi effetti sono 
indipendenti dall’attività chinasica di GRK2, dato che sono stati osservati anche 
nell’espressione di un mutante catalicamente inattivo. Pertanto, e 
contrariamente con quanto è stato descritto per le cellule immunitarie, 
l’aumento dell’espressione di GRK2 facilita la migrazione verso le fibronectine e 
la down-regulation di GRK2 danneggia la migrazione[74]. 
In che modo i livelli di GRK2 modulano la risposta cellulare alla fibronectina che 
agisce attraverso il recettore per l’integrina? Abbiamo scoperto che la 
fibronectina induce l’attività della sfingosina chinasi ed il successivo rilascio di 
S1P, ciò a sua volta innesca la via di migrazione dei recettori S1P accoppiati alla 
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proteina Gi [74]. Sembra che la GRK2 intervenga in questi processi almeno a due 
livelli. Il primo, la trans-modulazione dei recettori S1P1 per mezzo della 
fibronectina è potenziata dall’espressione di GRK2, poiché l’aumento dei livelli di 
GRK2 porta ad un aumento della produzione di S1P, attraverso meccanismi ad 
oggi sconosciuti. Inoltre, la GRK2 facilita l’attivazione e la migrazione della via 
dell’ERK in risposta alla fibronectina ed alla S1P. Pertanto, contrariamente al 
paradigma classico, la GRK2 potrebbe giocare un ruolo complessivamente 
“positivo” nel segnale cellulare nelle cellule epiteliali e nei fibroblasti (Figura 2). 
L’associazione dinamica tra la GRK2 e la GIT-1 sembra essere alla base degli 
effetti della chinasi sulla migrazione delle cellule epiteliali [74]. GIT-1, prima 
descritto come una proteina interagente con GRK [97], è una proteina con 
un’attività ARF-GAP, in grado di interagire con i modulatori Rac, paxillina e MEK1. 
GIT-1 gioca un ruolo importante nella motilità cellulare e nell’endocitosi dei 
recettori, e promuove la migrazione attraverso l’incremento del turn-over 
dell’adesione focale, trasportando PAK attivo ed anche agendo come sostegno 
per l’attivazione della ERK nell’adesione focale. La stimolazione della SIP modula 
dinamicamente l’associazione GRK2/GIT. L’attivazione Src-like mediata dalla S1P 
innesca prima la fosforilazione di GRK2 al residuo della tirosina e promuove 
l’interazione GRK2/GIT; la successiva fosforilazione di GRK2, ad opera del MAK, 
alla S670 distrugge il complesso e attiva le altre fasi dell’associazione dinamica 
GRK2/GIT1 che favorisce la migrazione cellulare promuovendo un efficiente e 
localizzata attivazione del segnale a cascata Rac/PAK/MEK/ERK. Mutanti incapaci 
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di intervenire in tali processi dinamici (come la GRK2-S670 mutante, che mostra 
un’associazione molto forte con GIT1) non possono sostituire GRK2 wild-type ed, 
in risposta a questi segnali, impediscono la migrazione ed il segnale cellulare. 
Questi risultati evidenziano la rilevanza funzionale dell’interazione dinamica 
GRK2/GIT1 [74]. La diminuzione nei livelli di GRK2 nei topi emizigoti dà origine ad 
un rallentamento nel risanamento delle ferite in vivo, in accordo con un ruolo 
per la GRK2 quale regolatore dell’integrina coordinata e della migrazione 
cellulare epiteliale diretta dai GPCR. Questi dati mettono in evidenza l’idea che 
cambiamenti nei livelli di espressione di GRK2 potrebbero alterare la risposta 
migratoria in condizioni patologiche. Aberranti motilità delle cellule epiteliali 
giocano un ruolo chiave nella progressione del cancro e nelle metastasi. I segnali 
S1P e delle integrine, così come altri GPCR, tipo i recettori per le chemochine o i 
recettori attivati dalle proteasi, sono tutti coinvolti in questi processi [98, 99]. 
L’aumento dell’attività del recettore S1P è comune nel tumore al seno e negli 
altri tumori solidi, correlabile chemioresistenze e metastasi, mentre la 
sovraespressione della β1 e delle integrine α6β4 promuovono l’invasione del 
carcinoma. Allo stesso modo, CXCR4 e CXCR2 sono funzionalmente 
sovraespresse soprattutto nei tumori al seno, cancro alle ovaie e melanomi. 
Certe vie di segnale causano, in vari tipi di cancro, una up-regulation nei livelli 
proteici di GRK2 nelle linee cellulari maligne. Inoltre, dati precedenti indicano che 
i livelli della proteina GRK2 possono essere up-regolati nei campioni di tessuti di 
pazienti con tumori delle cellule della granulosa e con carcinoma differenziato 
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della tiroide, o down-regolati in un sottogruppo di tumori alla prostata. Tutti 
insieme questi risultati indicano che espressioni anomale di GRK2 in specifiche 
cellule tumorali potrebbero influenzare la migrazione in risposta a particolari 
stimoli e giocare un ruolo chiave nella carcinogenesi. Questa ipotesi è 
ulteriormente supportata da osservazioni della GRK2 con saggi di trasformazione 
in vitro di oncogeni conosciuti e dal ruolo della GRK2 emerso nella progressione 
del ciclo cellulare.  
 
GRK2 e progressione del ciclo cellulare 
Come già discusso, topi senza GRK2 sono embrionicamente morti tra il 9° ed il 
12° giorno [100] e mostrano marcate anormalità cardiache come conseguenza 
delle funzioni extra-cardiache di GRK2 [101]. Inoltre, l’ablazione germinale di 
GRK2 promuove un ritardo generalizzato nella crescita embrionale ed addizionali 
alterazioni nel normale sviluppo. Queste caratteristiche sostengono l’idea che 
questa proteina svolga un ruolo critico nelle funzioni cellulari di base come la 
proliferazione, la migrazione o la differenziazione durante lo sviluppo. A questo 
proposito, alcuni dati indicano un ruolo di GRK2 come regolatore del ciclo 






È stato riportato che l’espressione di GRK2 ha un diverso impatto sulla 
proliferazione cellulare e sul segnale mitogenico in dipendenza del tipo di cellula 
e del tipo di segnale mitogenico analizzato. GRK2 inibisce l’apoptosi e l’arresto 
cellulare mediato da TGF nelle cellule di epatocarcinoma umano. Dall’altra parte, 
la GRK2 attenua la proliferazione siero- o PDGF-mediata rispettivamente di linee 
cellulari di cancro alla tiroide e di cellule della muscolatura liscia, mentre la sua 
espressione cellulare aumenta il segnale MAPK in risposta alla EGF nelle cellule 
HEK-293. L’attività chinasica di GRK2 è inoltre richiesta per la proliferazione ed il 
segnale mitogenico innescato da IGF-1 negli osteoblasti. 
È stato recentemente dimostrato che la GRK2 instaura una complessa rete di 
interazioni funzionali durante il progredire del ciclo cellulare, che è necessaria 
per una opportuna transizione G2/M [102]. È stato scoperto che i livelli di GRK2 
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sono controllati intrinsecamente dal meccanismo del ciclo cellulare sotto la 
normali condizioni ed in risposta ad una danno del DNA, e che GRK2 partecipa 
alla progressione del ciclo cellulare o all’arresto cellulare in modo recettore-
indipendente. I livelli di GRK2 sono down-regolati durante la transizione G2/M da 
un meccanismo che prevede la fosforilazione di GRK2 alla S670 mediata dalla 
CDK2, e che porta al legame con la propil-isomerasi Pin1 e alla successiva 
degradazione. Prevenendo la fosforilazione su questi residui di GRK2 si ritarda la 
sua down-regulation e si ritarda sensibilmente la progressione del ciclo cellulare 
[102]. Nelle cellule con maggiori livelli steady/state di chinasi, un aumento dei 
livelli di GRK2 in tali condizioni è inversamente correlato con la risposta ed 
induzione all’apoptosi della p53 [102], suggerendo che la GRK2 contribuisce a 
dirigere  i meccanismi di controllo G2/M,  aiutando a limitare la morte per 
apoptosi delle cellule. Poiché è stato riportato che la GRK2 mostra una up-
regulation in presenza di segnale oncogeno [70, 84, 83], è stato suggerito che 
l’inibizione di GRK2 potrebbe sensibilizzare le cellule ai farmaci antitumorali che 
agiscono mediante induzione di un danno al DNA. 
Sono necessarie ulteriori ricerche per capire meglio come gli eventuali 
interattomi di GRK2 sono regolati a seconda dello specifico stimolo, tipo di 
cellule o contesto fisiologico. Deve essere ancora ben definita la modulazione di 
queste interazioni attraverso segnali extracellulari e la sua integrazione 
temporale e spaziale. Devono essere ancora chiariti i meccanismi ed i segnali che 
regolano l’espressione e l’attività di GRK2 e delle altre GRK durante il progredire 
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delle varie patologie. Sarebbe importante valutare anche l’impatto di tali 
alterazioni nella complessità delle funzioni cellulari di GRK, poiché è probabile 
che l’espressione alterata della GRK2 possa colpire selettivamente la funzione dei 
suoi “partner” di interazione e danneggiare l’omeostasi in vie distinte, a seconda 
del tipo di cellula coinvolta. L’uso combinato di modelli cellulari ed animali con 
GRK2 alterate nella funzionalità in specifici tipi di cellule potrebbe essere 
fondamentale per svelare i processi chiave a livello cellulare e fisiologico 
controllati da questa proteina. 
In questo contesto, potrebbe essere di grande utilità avere a disposizione 
inibitori specifici di GRK2. In realtà, al momento non è disponibile nessun 
inibitore specifico e potente di GRK2 per studi su animali o cellule. Come per le 
altre proteine chinasi, la ricerca di inibitori ATP-mimetici di GRK2 pone problemi 
di specificità ed effetti collaterali. Data l’alta conservabilità dei domini catalitici 
delle GRK, risulta particolarmente complicato trovare inibitori isoforma-specifici. 
Sono state tentate strategie alternative per inibire l’attività di GRK2 per esempio 
usando peptidi corrispondenti a regioni recettoriali β2-adrenergiche [103], ai 
domini catalitici di GRK2 e di GRK3 [104] o basati su aptameri di RNA [105]. Come 
discusso sopra, un approccio di terapia genica basato sul dominio inibitorio 
GRK2ct, che potrebbe inibire la GRK2 endogena attraverso la competizione con 
questa chinasi per la traslocazione di membrana mediata dalla Gβγ, è stato utile 
in differenti modelli sperimentali di topi transgenici con insufficienza cardiaca, 
prevenendo l’ipertrofia ed il progressivo deterioramento della funzione cardiaca. 
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Comunque, rimane ancora da essere chiarito se questi effetti siano dovuti 
all’inibizione di GRK2 o siano coinvolti anche nel sequestro di subunità Gβγ [85]. I 
recenti progressi nella recente conoscenza della struttura di GRK2 e 
l’identificazione dei domini e delle superfici di interazione con specifiche 
proteine cellulari, dovrebbero aiutare nella progettazione di peptidi o molecole 
in grado di indebolire o distruggere selettivamente tali interazioni, allo scopo di 
modulare le specifiche funzioni di questa chinasi (Figura 5). È chiaro che, una 
migliore comprensione dei meccanismi molecolari che regolano l’espressione e 
la funzione di GRK2 potrebbero anche essere usati per modulare indirettamente 
l’attività della chinasi in vivo, attraverso agenti in grado di modulare la sua 





Meccanismi molecolari alla base della selettività tra gli inibitori dei recettori 
accoppiati alla proteina G 
Il dominio catalitico centrale delle GRK è un dominio chinasico serina/treonina 
per il 32% identico alla subunità catalitica della proteina chinasi (PK) A ed è così 
un membro della famiglia delle chinasi PKA, PKG, PKC (AGC). Il dominio chinasico 





L’ATP si lega all’interfaccia di questi due lobi, vicino ad un’ansa superficiale 
formata principalmente dal grande lobo dove si legano i substrati polipeptidici. Il 
sito di legame dell’ATP è altamente conservato fra le proteine chinasi ed è il sito 
di legame per molti inibitori delle GRK e di altre chinasi. Esistono diversi elementi 
strutturali che si affacciano attorno a questo sito (Figura 6), fra cui il sito di 
legame del fosfato (loop-P), l’elica α-C, la regione cerniera (Hinge Region) che 
connette il piccolo ed il grande lobo ed il sito di attivazione, che è un tipico sito di 
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fosforilazione (anche se non delle GRK). A causa dell’alto grado di conservazione 
del sito di legame dell’ATP tra le varie chinasi (≈ 500), la maggior parte delle 
piccole molecole inibitrici si lega a questo sito in modo molto simile all’ATP 
stesso, generalmente, mostra una mancanza di selettività [106]. Comunque, con 
la scoperta dell’imatinib è risultato chiaro che la conformazione inattiva di una 
chinasi può essere unica e perciò utilizzata per produrre inibitori selettivi [107, 
108, 109]. 
I primi inibitori di GRK2 scoperti sono stati dei composti polianionici, come 
l’eparina ed il destrano solfato, che hanno una potenza nel range del 
nanomolare ma scarsa selettività. Altri inibitori di GRK2 sono risultati poco 
potenti, poco selettivi o non hanno mostrato proprietà farmacologiche. 
Per esempio il balanolo, un composto naturale, è un potente, anche se 





Strutture cristalline a raggi X del balanolo e suoi omologhi legati alla PKA 
(proteina chinasi A) indicano che il composto si lega ad una conformazione di 
PKA che è intermedia tra lo stato “aperto” (inattivo) e lo stato “chiuso” (attivo) 
delle chinasi. 
Come mostrato nella Tabella 3, la IC50 del balanolo è circa 50 nM per la GRK2 e la 
GRK3 ma più alta per i membri delle sottofamiglie della GRK1 e della GRK4. La 
GRK6 viene inibita in misura assai minore (IC50 ≈ 500 nM).  
Tabella 3 
   
 
La hGRK2 e la bGRK2 differiscono tra loro solo per 11 sostituzioni, permettendo 
al complesso hGRK2-Gβγ di cristallizzare nelle stesse condizioni del complesso 
bGRK2-Gβγ; la differenza più evidente tra le due strutture è la conformazione 
della regione del loop flessibile α5-α6 del dominio regolatore del segnale della 
proteina G. 
Il complesso hGRK2-Gβγ viene formato attraverso la saturazione di cristalli pre-





Il legame con il balanolo provoca cambiamenti conformazionali nel dominio 
chinasico della hGRK2 tra cui una chiusura di 4° del grande lobo rispetto al 
piccolo lobo attorno all’asse che corre all’incirca parallelamente alla dimensione 






Sulla base delle strutture degli stati di transizione della PKA, è stato valutato che 
è richiesta un’addizionale rotazione di 16° per avere uno stato completamente 
attivo. 
Sono stati osservati anche leggeri cambiamenti conformazionali all’interno del 
piccolo lobo. Gli atomi Cα del β1-β2 (P-loop) e dei loop αB-αC si allontanano 
rispettivamente di 1.6 Å e di 1 Å lontano dal sito attivo rispetto alla struttura apo 
di hGRK2, apparentemente per accogliere meglio il balanolo (Figura 8). Il grande 
lobo invece non subisce cambiamenti conformazionali significativi in seguito al 
legame con l’inibitore. 
Le differenze sia conformazionali che sequenze specifiche fra la PKA e la hGRK2 
fanno sì che queste chinasi si leghino al balanolo in modo diverso. Differenze nel 
grado di chiusura del dominio chinasico fanno si che la tasca in cui si trova 
l’anello A risulti essere più compresso nella GRK2 rispetto alla PKA, mentre la 






Nell’hGRK2, l’anello A è inclinato lontano dal grande lobo rispetto alla sua 
posizione nel complesso PKA-balanolo, così che il suo ossidrile è spostato di 1.4 
Å. Questo è dovuto, in parte, alla catena laterale della hGRK2-Val255, che si 
proietta lontano verso la tasca del legame nucleotidico rispetto alla 
corrispondente valina della PKA (Figura 9). La posizione della hGRK2-Val255 è a 
sua volta influenzata dalla conformazione più aperta del dominio chinasico della 
GRK2 e dall’inserzione di tre residui nell’anello αC-β4 (residui della hGRK2 246-
255) rispetto alla PKA. 
Nella struttura dell’hGRK2, il balanolo si lega in maniera che l’anello D risulta 
posizionato 1.4 Å più vicino al grande lobo della chinasi rispetto alla sua 
posizione nel complesso PKA-balanolo (Figura 9). Di conseguenza, il loop P della 
hGRK2 che forma legami a idrogeno e interazioni apolari con la porzione 
benzofenonica, risulta più vicino al grande lobo rispetto al P-loop della PKA. I 
residui di PKA che interagiscono con l’anello benzofenonico sono più grandi dei 
loro equivalenti nella GRK2, così che il legame tra PKA e balanolo risulta più 
compatto (Figura 9). Comunque queste differenze non sembrano diminuire 
molto la potenza inibitoria del balanolo e, le evidenti differenze conformazionali 
del farmaco quando si lega con PKA o hGRK2, dimostrano la sua eccezionale 
capacità di adattarsi ai siti attivi. 
Le GRK sono membri atipici della famiglia delle chinasi AGC nella quale i loro 
domini chinasici necessitano dell’interazione con i GPCR attivati per stabilizzare il 
loro stato catalicamente attivo. In realtà le strutture cristalline di GRK2, GRK6 e 
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GRK1 rivelano che, in assenza dei GPCR, i domini chinasici di queste proteine 
risultano in conformazioni relativamente aperte, probabilmente inattive rispetto 
alle altre AGC. Perciò uno dei motivi per cui il balanolo mostra selettività per le 
GRK, ma non per la più ampia famiglia della chinasi AGC, potrebbe essere che il 
farmaco ha bisogno di adattarsi alle varie conformazioni inattive mostrate dalle 
sottofamiglie delle GRK, mentre altre chinasi AGC possono adottare più 
facilmente conformazioni simili a quella del complesso PKA-balanolo. 
Il balanolo è stato “dockato” con GRK1 e GRK6 per identificare le ragioni 
potenziali della sua selettività. Il sito di legame per l’anello A è più aperto e forse 
meno ottimale nella GRK1 e GRK6 rispetto alla GRK2. Posizioni non-conservate 
nel sito attivo che lega il balanolo potrebbero influenzare la selettività. Per 
esempio, hGRK2-Leu235 nell’elica αC interagisce direttamente con l’anello D ma 
è sostituito da Gly231 nella GRK1 e da Met231 nella GRK6 (Figura 9). Ile197 nel 
β1 strand interagisce direttamente con l’anello A, ma è sostituita dalla leucina 
nella GRK1 e nelle sottofamiglie della GRK4. 
Nella PKA, il legame con il balanolo fa chiudere il dominio chinasico di 9°, al 
contrario della hGRK2 dove si ha una chiusura di 4°. Le conformazioni di questi 
enzimi legati al balanolo risultano quindi distinte. Nonostante tutto, il balanolo è 
abbastanza flessibile da legarsi a qualunque sito attivo. Questi risultati indicano 
che la progettazione di un inibitore con minore flessibilità del balanolo potrebbe 
consentire di identificare molecole di selettività per le GRK [110]. 
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Una classe di composti eterociclici [111] che hanno mostrato un potenziale 
terapeutico ed una maggiore selettività rispetto al balanolo sono stati scoperti 
dalla compagnia Takeda Pharmaceutical Ltd. (Osaka, Giappone) (Figura 10). Per 
determinare il meccanismo di selettività di questi inibitori, due di questi 
composti(CMPD103A e CMPD101) sono stati co-cristallizzato con il complesso 
GRK2-Gβγ. È stato poi valutato se i residui della sotto famiglia dei GRK2 nelle 
regioni del P-loop e dei loop αB ed αC potessero contribuire alla selettività di 
questi inibitori verso la GRK2. Comunque, considerando che la conversione 
questi residui nei loro equivalenti di GRK1 produce soltanto dei leggeri effetti 
sulla potenza di inibizione, probabilmente è, la conformazione del dominio 
chinasico di GRK2 sul suo stato inattivo relativamente alle altre GRK che 




CMPD103A e CMPD101 (Figura 10) sono inibitori molto potenti e selettivi per la 
GRK2, rispetto alle chinasi PKA, PKC e Rho (infatti CMPD101 inibisce la GRK2 con 
un valore di IC50 di 35nM e con un IC50 >2 µM altre chinasi) [111]. 
Nel lavoro di Thal [112] è stata valutata la capacità inibitoria del balanolo di 
alcune GRK bovine (GRK1535-H6, GRK2-H6, GRK5561-H6) usando bROS come 
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substrato ed ATP alla concentrazione di saturazione (Figura 11A, Tabella 3) è 
risultato che il balanolo ha un valore di  IC50 di 35 nM per la GRK2, come riportato 








Per determinare se i composti Takeda sono selettivi per la GRK2 o per tutti i 
membri della sottofamiglia delle GRK2, è stata valutata l’attività inibitoria del 
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composto CMPD101 nei confronti di GRK2 e di GRK3 umane  in un saggio di 
fosforilazione [113]. CMPD101 inibisce GRK2 e GRK3 con valori di IC50 
rispettivamente di 54 e 32 nM. Perciò CMPD103A e CMPD101 risultano selettivi 
per le sottofamiglie della GRK2 (che hanno domini chinasici simili per il 92%) 
Per capire meglio come CMPD103A e CMPD101 realizzano la loro selettività, 
questi inibitori sono stati co-cristallizzati con il complesso GRK2-Gβγ e le 
strutture sono state analizzate usando i dati di diffrazione. Per confronto il 
complesso GRK2-Gβγ è stato co-cristallizzato con l’ATP nelle stesse condizioni.  
Sia CMPD103A che CMPD101 si legano in profondità nel sito attivo della GRK2 e 
si sovrappongono in gran parte con il sito attivo per l’ATP (Figura 12, A e B). La 
differenza principale è nei loro anelli D che risultano chimicamente divergenti 





Il binding di CMPD103A e CMPD101 induce cambiamenti conformazionali simili 
nel loop P e  nei loop αB-αC dei domini chinasici relativi alla struttura apoGRK2-
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Gβγ, in cui i singoli atomi salgono rispettivamente di 0.8 e 0.9 Å. Ad esempio, le 
catene laterali di Ile196, Ile197 e Leu235 adottano tutte conformazioni diverse 
per favorire il binding del ligando. Il binding di CMPD103A e CMPD101 provoca 
anche una chiusura del dominio chinasico, con il grande lobo che ruota rispetto 
al piccolo lobo rispettivamente di 3.6° e 2.4° (Figura 12 C). 
Il sito di attacco dell’ATP è composto da diverse tasche di legame inclusi i siti 
secondari di adenina, ribosio,  trifosfato e siti idrofobici. L’anello A di CMPD103A 
e CMPD101 si lega al sito secondario dell’adenina e forma un legame a idrogeno 
tra l’atomo N4 della piridina/pirimidina dell’anello A e l’azoto dell’ammide della 





Il sito del ribosio è parzialmente occupato dalla funzione 1,2,4-triazolica 
dell’anello B (Figura 14), che occupa più in profondità la tasca di legame rispetto 
al ribosio e forma un legame a idrogeno con l’ammina libera della Lys220 ed un 
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interazione apolare con la catena laterale della Ile197, della Val205, della Leu271 




L’anello arilico  C di CMPD103A e CMPD101 è posizionato nel sito idrofobico con 
il gruppo amminico che forma un legame a idrogeno con la catena laterale 
dell’Asp335 e della Lys220. L’ossigeno carbonilico dell’anello benzammidico è 
posto sotto il loop P ed è distanziato da un legame a idrogeno dall’azoto 
amminico della Gly201, Phe202 e Gly203 (Figura 15). Le posizioni ed interazioni 
dell’anello benzammidico nel sito attivo sono simili a quelle formate dall’anello 





L’anello D di CMPD103A e CMPD101 forma interazioni apolari con la Gly201, 
Phe202, Leu235, Glu239, Gly337 e Leu338 nel sito idrofobico (detto anche sito 






Dati cinetici indicano che CMPD103A e CMPD101 sono più selettivi verso la GRK2 
rispetto al balanolo (anche se tutti e tre inducono cambiamenti conformazionali 
simili) (Figura 11) e che 5 AA presenti in prossimità del sito di legame 
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dell’inibitore potrebbero contribuire a questa selettività. Il loop P subisce 
importanti cambiamenti conformazionali nelle strutture di legame inibitorie e 
attraverso Ile197 (uno dei tre residui non-conservati di questo loop) fa dei legami 
apolari con ogni inibitore (Figura 17 A). Un contatto diretto viene  formato anche 
dalla catena laterale di Leu235 nel sito secondario idrofobico, che adotta un 
diverso rotamero rispetto ad apoGRK2 per sistemare l’anello D di CMPD103A e 
CMPD101 (Figura 17 B) il residuo equivalente è la Gly nella GRK1 e Met nelle 




CMPD103A e CMPD101 quindi mostrano una maggiore selettività tra le varie 
GRK rispetto al balanolo, in quanto sono potenzialmente in grado di inibire le 
fosforilazioni della bROS mediate da GRK2 o da GRK3 ma non quelle ad opera di 
GRK5 o 1 (Figura 11). Si è notato che, nella struttura del complesso PKA-balanolo, 
tutti gli atomi polari del balanolo si trovano a distanza giusta per formare legami 
a idrogeno con gli atomi sia dell’enzima che del solvente. Come risultato, i 
sostituenti ricchi di ossigeno sugli anelli C e D sono in grado di indurre una 
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stabilità conformazionale ed un  adattamento nel sito di un grande numero di 
proteine chinasi. Gli anelli C e D dei composti Takeda possiedono 5 gruppi 
accettori/donatori di legami a idrogeno in meno rispetto al balanolo, e questo li 
rende più dipendenti dalle interazioni apolari. In questo modo risultano meno 
capaci di adattarsi ai siti attivi di altre sottofamiglie di GRK. 
Precedenti studi su altre chinasi hanno dimostrato che i residui del sito attivo 
possono influenzare significativamente la selettività dell’inibitore. Infatti la 
conversione di alcuni AA nel sito attivo della PKA nei suoi equivalenti nella PKB, 
ha conferito una maggiore selettività ai derivati balanolo simili che inibiscono 
preferenzialmente la PKB [114]. In un altro studio, il loop P, la regione cerniera 
ed il loop di attivazione della PKA sono stati convertiti negli equivalenti della 
chinasi Rho e due mutanti T183A e L49I (corrispondenti rispettivamente alla Ser 
334 ed alla Ile 197 nella GRK2) e questo ha determinato un aumento dell’affinità 
degli inibitori Rho chinasi selettivi per la PKA [115].  
Nonostante sembri possibile che sostituzioni multiple della GRK2 possano 
cambiare l’affinità dei composti Takeda, sembra più probabile che questa 
selettività sia regolata dalla conformazione inattiva per la GRK2. Per le sotto 
famiglie della GRK, il regolatore N-terminale del segnale della proteina G 
interagisce in modo differente con il piccolo ed il grande lobo del dominio 
chinasico, servendo come scaffold che probabilmente aiuta a conferire  un’unica 
conformazione al dominio chinasico. Quindi, gli stati inattivi di GRK1 e GRK6 non 
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sono compatibili con i composti Takeda a causa dei loro ingombri sterici (Figura 





In conclusione, questi studi sostengono l’idea che possono essere identificate o 
sintetizzate piccole molecole selettive per una particolare sottofamiglia delle 
GRK, anche quando si legano al sito attivo dei domini chinasici questa selettività 
sembra derivare principalmente dalla conformazione che gli enzimi assumono 





Studi di relazione struttura-attività (SAR) ed analisi conformazionale di una 
serie di nuovi peptidi inibitori della GRK2. [116] 
Strategie per inibire selettivamente l’attività della GRK2 sono state cercate 
usando peptidi più corti [103, 105] o aptameri del RNA [104]. In particolare, Anis. 
Et al. hanno dimostrato che derivati della miristil o lauril-glicina di piccoli peptidi 
estratti dal loop HJ della GRK2, tipo KRX-683107 e KRX-683124 provenienti (Tabella 
4), sono dei potenti inibitori della chinasi e possiedono un effetto 
ipoglicemizzante in animali con diabete di tipo2. I frammenti peptidici di questi 
composti assomigliano strettamente al frammento catalitico 383-390 KLLRGHSP 
della GRK2. Questo frammento è composto dall’ultima parte della α-elica F 
(residui 383-386) e dalla prima parte del filamento (residui 387-390) all’interno 
del loop HJ. Alcuni studi cristallografici e mutazionali, hanno indicato che i residui 
HJ-αG sono coinvolti nel legame sia col substrato che con alcuni attivatori [103, 
117]. I composti 1 e 2 possono rappresentare preziosi punti di partenza per lo 






Secondo un approccio classico, una serie di analoghi dei peptidi 1 e 2 L-Ala-
sostituiti sono stati sintetizzati in modo da identificare le catene laterali degli 
aminoacidi coinvolti nell’interazione con la molecola bersaglio (3-15, Tabella 5). 
Per verificare l’effetto della chiralità, la D-Arg in posizione 5 è stata anche 
sostituita con D-Ala (16 e 17). L’efficacia di questi peptidi nell’inibire l’attività 
chinasica della GRK2 è stata valutata attraverso una analisi in vitro, usando 
proteine GRK2 (o GRK5) purificate e segmenti esterni del recettore accoppiato 
alla proteina G (ROS) come substrato (Tabella 5) in presenza di [γ-32P]-adenosin-
trifosfato (ATP). La fosforilazione della rodopsina da parte della GRK2 e della 
GRK5 si verifica su residui di serina e treonina all’interno dei 19 AA della parte C-
terminale [118]. Curiosamente, i residui di serina fosforilati da queste differenti 
GRK sono fondamentalmente identici, principalmente Ser-338 e Ser-343, anche 
se è stato dimostrato che la GRK5 fosforila preferibilmente la Ser-338, mentre la 
GRK2 preferisce la Ser-343 [119]. Il peptide 1 provoca un inibizione del 
46.7±5.5% dell’attività della GRK2 sul ROS; all’interno della sequenza di 1, gli 
aminoacidi Leu2, Leu3 e D-Arg5 sono importanti per le proprietà inibitorie. 
Anche i residui C-terminali si rivelano importanti, dato che la sostituzione con Ala 
di His6 e Ser7 porta ad una riduzione dell’attività inibitoria di due o tre volte. 
Poiché nella sequenza originale l’aminoacido in posizione 5 è un enantiomero D 
(D-Arg), questo aminoacido è stato sostituito con una D-Ala (peptide 16), al fine 
di distinguere il ruolo reale dell’orientamento molecolare dagli effetti della 
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catena laterale aminoacidica sull’attività inibitoria. Infatti la sostituzione con un 
D-aminoacido neutro come l’Alanina mantiene le proprietà inibitorie del peptide 
16 (55.5±4.7%).  
Un approccio simile è stato applicato per il peptide 2 che provoca una 
diminuzione dell’attività della GRK2 del 49.6±6.3%. La sostituzione con Ala alle 
posizioni Leu2, Leu3 e Arg4 (rispettivamente i peptidi 9, 10, 11) non cambia le 
proprietà inibitorie del peptide precursore 2. Al contrario, cambiamenti dei 
residui D-Arg5, His6, Ser7 e Ile8 (12, 13, 14 e 15) portano a composti che sono 
privi dell’attività inibitoria. Analogamente a quanto osservato per il peptide 1, la 
re-installazione della chiralità D nel residuo 5 ripristina le proprietà inibitorie 
sulla GRK2 nel risultante peptide 17 (63.2±9.7), che mostra, fra tutti, la più alta 
capacità inibitoria sulla chinasi. 
Per testare la specificità dei peptidi per la GRK2 piuttosto che per il substrato, lo 
stesso esperimento è stato ripetuto usando come substrato MBP (Proteina 
Basica della Mielina). MBP è un modello ideale di substrato, in quanto questa 
proteina basica può essere fosforilata su siti multipli (Ser-11, Ser-55, Ser-8, Ser-
132, Ser-161 e Ser-46) da diversi tipi di chinasi. Comunque, utilizzando l’MBP 
come substrato per l’analisi in vitro, si osserva una attività inibitoria analoga a 
quella ottenuta con ROS (Tabella 5). 
Poi, per verificare se questi peptidi siano capaci di inibire selettivamente la GRK2, 
i saggi sono stati ripetuti sostituendo la GRK5 alla GRK2. L’inibizione selettiva per 
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la GRK2 si evidenzia dal fatto che nessun peptide influenza l’attività chinasica 
della GRK5 sulla rodopsina o i livelli di fosforilazione della MBP (Tabella 5). 
Tabella 5 
 
Per verificare l’efficacia dell’inibizione della GRK2 in ambiente cellulare, sono 
stati valutati gli effetti di questi inibitori sulla produzione cellulare di AMPc. Nelle 
cellule Hek293 che esprimono stabilmente il recettore β2-adrenergico (β2AR), 
l’incubazione con i composti 1,2, 17 si risolve in un leggero incremento della 
produzione basale e stimolata dal βAR di AMPc (Figura 19). Curiosamente, il 








L’analisi mediante NMR dei peptidi 1, 2, 16 e 17 è stata eseguita in una soluzione 
di acqua e di DPC micellare (dodecilfosfocolina). Vari esperimenti indicano che i 
peptidi sono strutturati meglio nella soluzione DPC e che mostrano 
conformazioni molto simili, che comprendono: (i) una struttura ripiegata (folded) 
che comprende i residui N-terminali (1-5); (ii) una conformazioni estese dei 
residui 6 e 8 (6-7 per 1 e 16); (iii) una conformazione estesa per la regione C-
terminale; (iv) le catene laterali Arg4 ed His6 spazialmente vicine.  
Tutti i dati NMR ottenuti per il peptide 17 all’interno delle micelle DPC sono stati 
utilizzati per una ricostruzione della sua struttura mediante il programma 
DYANA43. Poiché un β-turn può essere definito da 4 residui consecutivi non 
appartenenti ad una α-elica e che hanno una distanza Cα(i)-Cα(i+3) inferiore a 
7Å, si possono identificare due β-turn che coinvolgono da Gly1 a Arg4 e da Leu2 a 
D-Ala5. 
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Il primo β-turn è stabilizzato da un legame a idrogeno fra l’ossigeno carbonilico 
della Gly1 e l’idrogeno ammidico della Arg4. I residui 6 e 7 sono in conformazioni 
estese, il residuo 8 è più flessibile. Le catene laterali di Arg4 e His6 sono vicine e 
formano una superficie idrofila carica positivamente, mentre quelle di Leu2 e 
Leu3 formano una superficie idrofobica che punta nella direzione opposta. 
Comunque, per studiare lo stato di protonazione della catena laterale 
dell’istidina in soluzione di DPC, sono stati registrati spettri di risonanza 
magnetica protonica per il peptide 17 a differenti valori di pH, seguendo la 
variazione del chemical shift di Hδ ed Hε di His6. Variando il pH da 2 a 8 entrambi 
i segnali subiscono uno shift a campi più alti, come risultato dell’equilibrio 
dinamico tra il gruppo imidazolico carico e non carico di His6. Seguendo questa 
variazione del chemical shift, il valore della pKa apparente per il gruppo 
imidazolico risulta di 6.65±0.04. Perciò, questo gruppo imidazolico His6 si trova a 
pH fisiologico in equilibrio fra uno stato carico e uno non carico, con una 
prevalenza (di circa 5 volte) per lo stato non carico.  
Nella presente analisi, abbiamo compiuto uno studio SAR ed un analisi 
conformazionale NMR dei peptidi 1 e 2 i quali sono in grado di inibire 
selettivamente la GRK2 [105]. I risultati (Tabella 5) indicano che, mentre i residui 
C-terminali sono importanti per l’attività di entrambi i peptidi, i residui N-
terminali Leu2 e Leu3 sono necessari solo per il peptide 1 più corto. Poiché le 
preferenze conformazionali in soluzione dei due peptidi sono molto simili, una 
possibile spiegazione della differente SAR è che l’interazione idrofobica dei due 
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residui Leu2 e Leu3 con il target è adottata da Ile8 nel peptide 2 (aminoacido non 
presente nel peptide 1). La catena laterale di Arg4 non risulta molto importante 
per l’attività di entrambi i peptidi, mentre, la sostituzione di Arg5 con Ala annulla 
completamente l’attività inibitoria. Poiché nella sequenza originale, 
l’amminoacido in posizione 5 è un enantiomero D, la D-Arg5 è stata sostituita 
dalla D-Ala, in modo da distinguere il vero ruolo dell’orientamento molecolare 
dagli effetti della catena laterale dell’aminoacido sull’attività inibitoria. La 
sostituzione con un D-aminoacido neutro come l’alanina non cambia la proprietà 
inibitoria dei peptidi 1 e 2, indicando così che la chiralità dell’aminoacido 
piuttosto che la natura della è importante per l’attività. Sia la catena laterale di 
Arg4 che quella di D-Arg5 possono essere sostituite da un aminoacido neutro 
purché la chiralità sia rispettata. Infatti, il peptide 17 (D-Ala derivato del peptide 
2) mostra la più alta potenza inibitoria per la GRK2 di tutta la serie. Questi peptidi 
risultano selettivi per GRK2: sono ugualmente efficaci sulla chinasi usando due 
differenti substrati e non hanno effetto sull’inibizione dell’attività di GRK5 sugli 
stessi substrati. La capacità dei peptidi 1, 2, 17 di incrementare la produzione di 
AMPc basale e stimolato dal βAR in cellule HEK-293 è in accordo con la loro 
efficacia quali inibitori di GRK2. Comunque, la bassa entità di questi incrementi è 
probabilmente dovuta alla difficoltà dei peptidi di attraversare le membrane 
cellulari. L’attività leggermente maggiore del peptide 2 rispetto al 17 può 
indicare che, anche se la D-Arg5 è superflua per l’interazione con la GRK2 
(Tabella 5), può contribuire a migliorare le proprietà permeanti del peptide. Le 
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analisi NMR dei peptidi 1, 2, 16 e 17 sono state eseguite in soluzione acquosa e in 
micelle DPC (una membrana mezzo-mimetica scelta poiché la fosforilazione della 
GRK2 sulle GPCR avviene vicino alla membrana plasmatica). Le conformazioni 
peptidiche più stabili (preferite) sono simili poiché essi hanno parametri NMR 
analoghi. Le strutture NMR dei peptidi in DPC sono caratterizzate da due β-turn 
che coinvolgono da Gly1 a Arg4 e da Leu2 aD-Ala5 (o D-Arg5), seguite da una 
corta regione estesa comprendente i residui 6 e 7 (Figura 20). Le strutture NMR 
dei peptidi in DPC sono molto simili a quelle a Raggi X dei frammenti 
comprendenti il loop HJ della GRK2 che sono state, infatti, il punto di partenza 
per la progettazione dei peptidi 1 e 2. La figura 21 mostra la sovrapposizione 
della struttura NMR di 17 con quella del frammento 383-390 di GRK2. Si può 
osservare una buona sovrapposizione delle invariate catene laterali che 
occupano regioni spaziali simili. Perciò, il peptide isolato mantiene una struttura 
3D del segmento proteico e probabilmente compete con l’attivazione delle 
funzioni di questo anello. Questo risultato potrebbe spiegare la selettività 












Il presente studio descrive la sintesi, lo studio SAR e l’analisi conformazionale di 
derivati peptidici in grado di inibire selettivamente la GRK2. Utilizzando come 
lead compounds i peptidi 1 e 2, precedentemente descritti, questo studio ha 
consentito di: 
 Identificare i residui indispensabili o che possono essere rimpiazzati con lo 
scopo di migliorare le proprietà del derivato peptidico (interazione con la GRK2, 
permeazione della membrana); 
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 Determinare la loro conformazione preferenziale in modo da permettere 
la progettazione di nuovi derivati peptidici o peptido-mimetici con una migliore 
stabilità conformazionale.  
 
La paroxetina è un inibitore diretto del recettore chinasi accoppiato alla 
proteina G 2 ed aumenta la contrattilità miocardica [120] 
Recentemente, è stato sviluppato un aptamero dell’RNA (C13) capace di inibire 
selettivamente l’attività della GRK2 ad una concentrazione nanomolare. Sebbene 
l’utilizzo di aptameri dell’RNA non è considerato una via terapeutica percorribile 
per somministrazione orale, questi possono essere utilizzati come punto di 
partenza per lo sviluppo e l’identificazione di piccole molecole con proprietà 
simili. La Food and Drug Administration (FDA) ha approvato la paroxetina come 
un inibitore relativamente potente e selettivo di GRK2 sia in vitro che nelle 
cellule viventi, con una selettività di un fattore maggiore di 60 nei confronti delle 
altre GRK. Analisi cristallografiche hanno dimostrato che questo antidepressivo si 
lega a GRK2 stabilizzando una struttura unica e stranamente ben organizzata. 
Inoltre, la paroxetina aumenta la contrattilità dei cardiomiceti isolati e la riserva 
inotropica nei βAR miocardici nei topi in vivo, in accordo con un inibizione della 
GRK2 (al contrario della fluoxetina).  
La paroxetina si lega direttamente alla GRK2 ed inibisce l’attività chinasica: La 
potenza di P-835 (4-idrossichinone monoidrato) e di P-851 (paroxetina 
cloridrato) è stata determinata mediante un saggio di competizione con C13.28-
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FAM (un complesso tra l’aptamero C13 e la GRK2 evidenziato con della 
fluoresceina) usando l’analisi citometrica di flusso. P-835 compete con il legame 
dell’aptamero con un -logIC50 (pIC50) di 5.5±4.4 ed un Hill slope di -1.6; P-851 
inibisce solo parzialmente il legame dell’aptamero (≈70%) con una pIC50 di 
4.5±0.4 ed un Hill slope di -0.7 (Figura 22F, Tabella 6). I composti sono stati poi 
testati per la loro abilità di diminuire la fluorescenza del bead-bound del 







Nei saggi di spiazzamento, i composti potrebbero esercitare il loro effetto 
inibitorio legandosi a GRK2 oppure all’aptamero. Per verificare il legame specifico 
con la GRK2, si è utilizzato un test di stabilità termica che misura la capacità del 
ligando di aumentare la temperatura di fusione (Tm) di una proteina (Figura 22 g, 
Tabella 6). La GRK2, nel solo tampone, mostra una Tm di 37 °C. L’aggiunta di 
Mg2+-ATP (200 µM) induce un incremento di 5°C. L’aggiunta di balanolo (10 µM) 
o del composto Takeda 103A (10 µM) determina un aumento della Tm di 12-
19°C23. L’aggiunta di P-835 (200 µM) aumenta invece la stabilità termica soltanto 
di 1°C, suggerendo che se P-835 si lega alla GRK2, lo fa solo debolmente. 
Diversamente, alla stessa concentrazione, P-851 aumenta la stabilità termica 
della GRK2 di 8°C, indicando non solo che si lega direttamente alla GRK2 ma 
anche che stabilizza l’enzima in maniera più estesa rispetto all’ATP. 
E’ stata poi testata l’abilità di P-835 e P-851 di inibire la fosforilazione della 
rodopsina attivata dalla luce mediata dalla GRK2; in presenza di ATP 5 µM, 
soltanto P-851 è in grado di inibire la GRK2 con una pIC50 di 4.7±0.04 (n=4; Figura 
23a) (il DMSO da solo non produce alcun effetto). Poiché le GRK possono essere 
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anche inibite attraverso il blocco del reclutamento sulla membrana, il substrato 
solubile della tubulina è stato utilizzato per indagare direttamente sull’inibizione 
dell’attività catalitica. La paroxetina si è dimostrata capace di inibire l’attività 
della GRK2 di fosforilazione della tubulina con un pIC50 di 5.6±0.7(Figura 23 b, 
Tabella 7).  
La paroxetina è un inibitore selettivo della GRK2: Per caratterizzare la selettività 
della paroxetina, è stata verificata la sua capacità di termostabilizzare la. 
L’aggiunta di ATP (200 µM) aumenta la temperatura di 18°C e 7°C 
rispettivamente per GRK1 e la GRK5. Al contrario, né la paroxetina (200 µM), né 
P-835 (200 µM) sono stati in grado di modificare significativamente la stabilità 
termica delle due chinasi(Figura 22 g, Tabella 6).  
E’ stata poi testata l’abilità della paroxetina di inibire la fosforilazione della ROS 
da parte della GRK1 e della GRK5, determinando un valore di pIC50 
rispettivamente di 3.5±0.01 (n=3) e 3.6±0.3 (n=3) (Figura 23 a, Tabella 7). La 
paroxetina mostra quindi una potenza di 16 volte più bassa per la GRK1 e di 13 
volte più bassa per la GRK5, rispetto alla sua attività per GRK2. Quando viene 
usata la tubulina come substrato, la paroxetina inibisce l’attività della GRK1 e 
della GRK5 con un valore di pIC50 di 3.8±0.05 e 3.9±0.06 che corrispondono, 
rispettivamente, ad una potenza di 60 e 50 volte più bassa rispetto e quella 
esercitata sulla GRK2; queste analisi confermano il fatto che la paroxetina 
termostabilizza selettivamente la GRK2. 
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La paroxetina inibisce la fosforilazione del recettore TRH da parte della GRK2: E’ 
stato esaminato se la paroxetina sia in grado di inibire l’attività della GRK2 nelle 
cellule HEK293. Il recettore dell’ormone per il rilascio della tireotropina (TRH) 
subisce, sul C-terminale citoplasmatico, una rapida e quantitativa fosforilazione 
dipendente dalla GRK2 [121] (t½=15 s). La paroxetina inibisce quasi 
completamente la velocità di fosforilazione iniziale TRH-dipendente con una IC50 
di circa 30 µM (Figura 23 c). La paroxetina può, quindi, attraversare le membrane 
biologiche ed inibire la fosforilazione GRK2-specifica della GPCR in un sito 

















La paroxetina riorganizza il sito attivo della GRK2: Per capire le basi molecolari 
dell’inibizione della GRK2 ad opera della paroxetina, quest’ultima è stata co-
cristallizzata con il complesso GRK2-Gβγ e la struttura atomica del cristallo è 
stata risolta usando dati di diffrazione estesi ad uno spacing di 2.07 Å (Tabella 7, 
Figura 24). La paroxetina si lega al sito attivo della GRK2 occupando i sotto-siti di 
legame dell’adenosina e del ribosio dell’ATP (Figura 24 a, c) [122]. Nel sotto-sito 
secondario dell’adenosina, uno degli ossigeni diossolanici mima l’atomo N1 del 
substrato ATP formando un legame a idrogeno con l’N del gruppo ammidico 
della Met274 (Figura 24 b, c). Nel sotto-sito del ribosio, l’ammina secondaria 
della porzione piperidinica della paroxetina contribuisce alla formazione di un 
network di legami a idrogeno formato dall’acido carbossilico dell’Asp278, 
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dall’ossigeno carbonilico dell’Ala321, dalla carbossammide dell’Ans322 e da una 
molecola d’acqua (Figura 24 b, d). Il legame della paroxetina con la GRK2 è 
ulteriormente stabilizzato da 18 interazioni apolari con il sostituente fluoro-
fenilico della paroxetina che va ad occupare una cavità formata dai residui del 
loop P e dalle catene laterali della Lys220 e Leu222 (Figura 24 b).  
Nella struttura GRK2-paroxetina, l’orientamento relativo del piccolo e del grande 
lobo del dominio chinasico cambia di 3.5° rispetto alla struttura apo-GRK2, dando 
origine ad una conformazione diversa da quelle osservate nelle precedenti 
strutture GRK2. Inoltre, i residui 475-484 all’interno del cosiddetto sito attivo 
della GRK2 (AST) diventano ordinati nel complesso con la paroxetina. La AST è 
una regione inserita della coda C-terminale che passa tra il piccolo e il grande 
lobo e che diventa solitamente ordinata quando il domino chinasico mostra una 
conformazione più attiva; poiché contribuisce direttamente al sito attivo, è stato 
proposto come sito potenziale per controlli regolatori [123]. I residui 471-477 
della zona AST di GRK2 adottano una conformazione simile a quella dei residui  
analoghi della GRK6 (466-472)quando sono in complesso con la sangivamicina, 
anche se i restanti residui visibili della GRK2-AST (478-484) differiscono da quelli 
di GRK6 per struttura e sequenza, e si pongono tra il piccolo ed il grande lobo. I 
residui 480-482 si estendono dal β-sheet del piccolo lobo facendo legami a 
idrogeno con Arg199e ponendosi sopra l’anello centrale piperidinico della 
paroxetina(Figura 24 e). Ala 479 sembra essere coinvolta in una interazione 
cruciale di ancoraggio che comprende una interazione con Tyr281 nell’α-elica D e 
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la formazione di un legame a idrogeno con l’ammide de Asp278 (Figura 24 d), 









Gli Analoghi della paroxetina si legano alla GRK2 con una affinità 
prevedibilmente minore: Sulla base della struttura GRK2-paroxetina-Gβγ, si può 
prevedere che la mancanza del fluoro nella defluoro-paroxetina dovrebbe ridurre 
l’affinità per la GRK2 per la perdita di interazioni idrofobiche multiple (Figura 24 
a, b), mentre la mancanza del metilene nella desmetilen-paroxetina dovrebbe 
ridurre le interazioni di Van der Waals nel sito secondario dell’adenosina (Figura 
24 b, c). Entrambi i derivati della paroxetina mostrano una ridotta affinità di 
legame ed una significativa perdita della capacità di  termostabilizzazione per la 
GRK2, in quanto abbiamo una diminuzione del valore di pIC50 di 5-8 volte per la 
defluoro-paroxetina, e di 2.5-3.5 volte per la desmetilen-paroxetina. 
La paroxetina aumenta la contrattilità miocardica: Si è studiato se la paroxetina 
fosse in grado di influenzare l’attività della GRK2 in un sistema fisiologico, 
attraverso test sulla contrattilità miocardica dei topi ed attraverso la loro risposta 
a stimolazioni βAR. In confronto alle cellule non trattate, l’isoproterenolo  
aumenta significativamente la capacità di accorciamento ed estensione del 
sarcomero nella contrazione, dimostrando una normale risposta ad un agonista 
βAR (Figura 25 a, b). Curiosamente, un pre-trattamento con 10 µM di paroxetina 
per 10 minuti non altera né condiziona i parametri funzionali standard miociti ma 
potenzia significativamente gli effetti dell’isoproterenolo sulla contrattilità, in 
confronto al solo trattamento con il β-agonista (Figura 25 c, Tabella 8). Questi 
dati sono in accordo con gli effetti di altri inibitori della GRK2 nei miociti, o 
attraverso la via dell’espressione del βARKct o con un pretrattamento con M119, 
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un composto capace di ostacolare la traslocazione ed l’attività di membrana della 
GRK2 Gβγ-mediata. 
Studiando in vivo l’effetto della paroxetina sull’attività inotropa cardiaca di topi 
wild-type ci mostrano, si osserva che l’iniezione IV di 10 mg·Kg-1  di paroxetina 
nel topo produce un piccolo ed immediato aumento di dP/dt (una misurazione 
della contrattilità cardiaca) del ventricolo sinistro, ma più importante, un 
significativo aumento della risposta all’isoproterenolo con spostamento della 
curva dose/risposta inotropa mediata dai βAR (Figura 26 b, c). Nessun altro 
cambiamento significativo è stato notato nella velocità cardiaca. Si può così 
concludere che la paroxetina è capace di aumentare la contrattilità βAR-mediata, 
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